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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AM  arbuskularno mikorizne 
ANOVA analiza variance 
Cd  kadmij 
chl a  klorofil a 
chl b   klorofil b 
ed.   urednik (angleško editor) 
EM  ektomikorizne 
FAAS  plamenska atomska absorpcijska spektroskopija 
HCl  klorovodikova kislina  
HNO3  dušikova (V) kislina 
H2O2  vodikov peroksid 
H2SO4  žveplova (VI) kislina 
KOH  kalijev hidroksid 
K2Cr2O7 kalijev dikromat 
maks.   maksimalno 
min.   minimalno 
Ni  nikelj 
npr.  na primer 
OS   organska snov 
oz.   oziroma 
P  fosfor 
Pb  svinec 
PCR  verižna reakcija s polimerazo 
PO4
-  fosfatni ion  
rpm  obratov na minuto (revolution per minute) 
SIV  sudan IV 
sod.  sodelavci 
SW   začetna masa na zraku posušene prsti 
TB  tripan modro 
ur.   urednik 
Zn  cink 
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1 UVOD 
 
Človek z industrijo in z drugimi dejavnostmi močno obremenjuje okolje in vpliva na 
ekosisteme. Prekomerne koncentracije različnih organskih in anorganskih snovi v tleh 
marsikje predstavljajo čedalje večjo težavo, pronicanje skozi zemljo do podtalnice pa 
obremenjuje tudi vodne vire. Po obogatitvi zemlje s kovinami in drugimi snovmi se 
spreminjajo združbe mikroorganizmov, živali ter rastlin, saj marsikatere vrste niso 
prilagojene na življenje in rast v spremenjenem okolju. Na takšnih območjih se po 
sukcesiji vzpostavijo nove združbe, pri čemer so pomembne pionirske vrste rastlin in 
glivne združbe, ki rastlinam omogočajo rast in preživetje. Te rastline in glive dostikrat 
akumulirajo onesnažila iz okolja. Zaradi dobrih zmožnosti za akumulacijo snovi se jih 
lahko uporablja kot bioremediatorje. 
 
Glavni namen naloge je ugotoviti, kako različne vrste endofitskih gliv vplivajo na 
fiziološko stanje vrbe ive, ki raste na tleh s prekomernimi koncentracijami kovin, ter na 
njen privzem kovin. 
 
Magistrska naloga bo pripomogla k boljšemu razumevanju vloge endofitskih gliv pri 
preživetju rastlin, ki rastejo na onesnaženih tleh, in vrbe ive kot potencialnega kandidata za 
procese bioremediacije v okoljih s prekomernimi koncentracijami kovin. 
 
1. 1 HIPOTEZE 
 
1. Kolonizacija med različnimi izbranimi izolati endofitskih gliv se bo razlikovala glede na 
hitrost rasti izolatov in njihovo toleranco na prekomerne koncentracije kovin v tleh. 
 
2. Inokulacija korenin vrbe ive z izbranimi izolati endofitskih gliv bo vplivala na vsebnost 
fotosinteznih pigmentov. 
 
3. Inokulacija korenin vrbe ive z izbranimi izolati endofitskih gliv bo vplivala na privzem 
Cd, Pb in Zn v liste potaknjencev. 
 
1. 2 CILJI 
 
Cilji te magistrske naloge so naslednji: 
- ovrednotiti fiziološko stanje komercialnih potaknjencev ive, rastoče na tleh s 
prekomernimi koncentracijah kovin, 
- ugotoviti uspešnost inokulacije z oceno stopnje koloniziranosti korenin ive z 
inokuliranimi endofitskimi glivami, 
- ovrednotiti vpliv endofitskih gliv na fiziološko stanje potaknjencev ive na tleh s 
prekomernimi koncentracijami kovin, 
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- ovrednotiti razlike v privzemu kovin med rastlinami, inokuliranimi z različnimi 
endofitskimi glivami. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2. 1 PREKOMERNE KONCENTRACIJE KOVIN V OKOLJU 
 
Prekomerna vsebnost kovin v vodnih virih in zemlji je težava v mnogih delih sveta. 
Rudarjenje in z njim povezane dejavnosti, industrija, kmetijstvo ter izpuščanje odplak so 
glavne antropogene dejavnosti, preko katerih se v okolje izpušča prekomerne količine 
kovin (Nagajyoti in sod., 2010; Li in sod., 2012; Mahar in sod. 2015; Domka in sod., 
2019). Kovine se sproščajo v tla tudi preko naravnih procesov, kot so preperevanje 
mineralov, erozija, vulkanska aktivnost, gozdni požari, biogeni viri ter sproščanje iz rastlin, 
vendar pa so ti procesi počasnejši in bolj enakomerni kakor antropogeni (Li in sod., 2012; 
Dixit in sod., 2015). Hitri in grobi antropogeni posegi v naravo in naravne procese se 
kažejo v prekomernem kopičenju kovin v tleh in vodah, kar predstavlja tveganje za zdravje 
živih bitij na kopnem in v vodi (Dixit in sod., 2015).  
 
Med kovinske elemente, ki imajo relativno visoko gostoto in so strupeni že pri nizkih 
koncentracijah, spadajo svinec (Pb), kadmij (Cd), nikelj (Ni), kobalt (Co), železo (Fe), cink 
(Zn), krom (Cr), arzen (As), srebro (Ag) in elementi platinske skupine (Nagajyoti in sod., 
2010). Kovine so lahko v prekomernih koncentracijah strupene, karcinogene in mutagene, 
na splošno imajo škodljiv učinek na naše zdravje (Dixit in sod., 2015). V nasprotju z 
organskimi snovmi ali radioaktivnimi snovmi, ki lahko z razpadanjem postanejo manj 
strupene, se kovine ne morejo pretvoriti v manj strupeno obliko, zato imajo trajen vpliv na 
okolje (Fomina in sod. 2005). Za rastline in živali so nekatere kovine (Cu, Zn, De, Mn, 
Mo) esencialne, saj sodelujejo v redoks reakcijah in so sestavni deli encimov (Nagajyoti in 
sod., 2010; Ghaderian in Ravandi, 2012). Te so tako v majhnih koncentracijah nujne za 
optimalno rast in razvoj rastlin, vse kovine pa ob prevelikih koncentracijah in privzemu 
delujejo strupeno. Kadmij, živo srebro in arzen so za na kovine občutljive encime strupeni, 
saj zavirajo rast in povzročijo propad organizma (Nagajyoti in sod., 2010).  
 
2. 2 PRIVZEM KOVIN V RASTLINE 
 
Privzem kovin iz tal v rastlino lahko poteka pasivno, s privzemom vode v korenine rastlin, 
ali preko aktivnega transporta, preko plazemske membrane epidermalnih celic korenin. 
Biološka dostopnost kovin je odvisna od njihove totalne koncentracije v tleh in kemijske 
oblike (Ghaderian in Ravandi, 2012). Za večino vrst rastlin so prekomerne koncentracije 
kovin v substratu strupene, povečujejo stres, ovirajo normalen metabolizem ter 
zmanjšujejo rast (Deng in Cao, 2016).  
 
Rastline, ki so zmožne rasti in uspevati na tleh s prekomernimi koncentracijami kovin, 
delimo v različne skupine, glede na zmožnosti akumulacije težkih kovin na izključevalce, 
akumulatorje in indikatorje. Izključevalci preživijo z mehanizmi izogibanja ali restrikcije 
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privzema, v poganjkih vzdržujejo nizke koncentracije kovin v primerjavi s koncentracijami 
kovin v substratu. Ravno nasprotno akumulatorji kopičijo visoke koncentracije kovine v 
nadzemnih delih in prekomerne koncentracije kovin v tleh preživijo z razvitimi mehanizmi 
tolerance na težke kovine. Za grafe, ki prikazujejo odvisnost koncentracije kovin v listih od 
koncentracije kovin v substratu pri izločevalcih in akumulatorjih, so značilne logaritemske 
krivulje. Tretja skupina, indikatorji, se na koncentracijo kovin v tleh odziva s sorazmernimi 
koncentracijami kovin v poganjkih, krivulje so linearne (Adriano, 2001).  
 
Vrbe, vključno z ivo, spadajo med akumulatorje. Visoke koncentracije kovin kopičijo v 
različnih delih rastlin, tako v koreninah kot v nadzemnih delih. Privzem in del rastline, kjer 
se kovine akumulirajo, se razlikuje med različnimi kovinami (Pulford in Watson, 2002; 
Kuzovkina in Volk, 2009).   
   
2. 3 REMEDIACIJA 
 
V zadnjih dveh desetletjih potekajo raziskave možnosti za remediacijo tal, preizkuša pa se 
različne biološke, fizikalne in kemijske pristope. Mnogi so neprimerni zaradi visokih 
stroškov, tehnične zahtevnosti, obsežnih posegov v naravno mikrofloro in nepovratnih 
sprememb fizikalno-kemijskih lastnosti tal po izvajanju procesov (Mahar in sod., 2015). 
Med trajnostne, zelene tehnologije, uvrščamo bioremediacijo, proces odstranjevanja 
onesnaževalcev oziroma razstrupljanja toksičnih onesnaževalcev s pomočjo različnih 
organizmov (Dixit, 2015). Privlačen in inovativen pristop k reševanju težave onesnaženosti 
tal predstavlja fitoremediacija, to je bioremediacija z rastlinami in z njimi povezanimi 
talnimi mikroorganizmi, kot so rast vzpodbujajoče rizobakterije, mikorizne glive ter temni 
septirani endofiti (Wang in sod., 2016). S fitoremediacijo se neposredno obnavlja 
pokrajina, delno dekontaminira okolje, ohranja biološka aktivnost in naravna struktura tal. 
Hkrati je to cenovno bolj dostopen proces, možna je tudi ekstrakcija kovin iz rastlinskih 
delov (Pulford in Watson, 2003; Vaculik in sod., 2011; Mahar in sod., 2015). Poznanih je 
več vrste fitoremediacije, to so fitoekstrakcija, fitodegradacija, rizofiltracija, 
fitostabilizacija in fitovolatizacija (Pulford in Watson, 2003).  
 
Identificiranih je bilo več vrst rastlin, ki hiperakumulirajo polutante iz substrata v 
nadzemnih delih. Akumulacija kovin in končne koncentracije v tkivih teh zelnatih, pogosto 
enoletnih vrstah, so v veliko primerih stokrat presegale koncentracije kovin v običajnih 
vrstah (Helmisaari in sod., 2007; Vaculik in sod., 2011). Glavne pomanjkljivosti teh 
zelnatih vrst (npr. Thlaspi caerulescens, Arabidopsis halleri, ..) so njihova počasna rast, 
nizka produkcija biomase in kratek življenjski cikel. Ena od možnih rešitev za bolj 
učinkovito ekstrakcijo je uporaba hitro rastočih lesnih vrst z visoko produkcijo biomase in 
visoko genetsko variabilnostjo (Vaculik in sod., 2011). Zmožnost oziroma prednost dreves 
je tudi fitostabilizacija, varianta fitoremediacije, ki zmanjša mobilnost in biodostopnost 
kovin ter prepreči spiranje v podtalnico (Pulford in Watson, 2003). Poleg tega imajo 
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drevesa obsežen koreninski sistem in visoko stopnjo transpiracije (Wieshammer in sod., 
2007). Primerna so predvsem dolgoživa, prilagodljiva in nezahtevna nativna drevesa ter 
grmovnice (Helmisaari in sod., 2007). Drevesa iz družine vrbovk (Salicaceae), predvsem iz 
rodov vrb (Salix) in topolov (Populus), so dobra za namene fitoremediacije (Dos Santos 
Utmazian in Wenzel, 2007; Unterbrunner in sod., 2007; Wieshammer in sod., 2007; 
Vaculik in sod. 2011). 
 
2. 4 VRBE (ROD Salix) 
 
Vrbe spadajo v družino vrbovk (Salicaceae) in so dvodomna listopadna drevesa ali grmi. 
Poznamo 450 vrst vrb (rod Salix), ki so razširjene po celem svetu. Najdemo ji v 
ekstremnejših severnih predelih Evrope in Amerike, v toplejšem Mediteranu in tudi v 
subtropskih ter tropskih pokrajinah (Jordaan, 2005; Kuzovkina in Volk, 2009; Marmiroli in 
sod., 2011). Pogosto se pojavljajo tudi naravni križanci med različnimi vrstami vrb 
(Kuzovkina in Volk, 2009).  
 
Vrbe so v Evropi nativne vrste, prilagojene na rast v neugodnih pogojih. Ne zahtevajo 
posebnih pogojev v tleh, rastejo hitro, za rast potrebujejo malo hranil ter bolje uspevajo na 
soncu kakor v senci. Vrbe je razmeroma enostavno vegetativno razmnoževati, saj imajo 
dolgo vegetativno sezono, so genetsko izjemno pestre ter dobro uspevajo na gosto poraslih 
območjih. Sposobne so tudi regeneracije po sečnji, saj ponovno poženejo poganjke iz 
štorov posekanih dreves. Poleg tega imajo obširen in globok koreninski sistem, pogosto 
imajo tudi visoko toleranco na namočen substrat. Prilagojene so na rast v različnih 
podnebjih in dobro rastejo v okoljih z različnimi razmerami. Zaradi naštetih lastnosti imajo 
vrbe širok sptekter uporabnosti v ekotehnologiji (Kuzovkina in Volk, 2009).  
 
Mnogi predstavniki vrb so pionirske vrste, ki prve naselijo različna ruderalna rastišča in 
degradirana območja (Kuzovkina in Volk, 2009; Myking in sod., 2013). Vrbe rastejo hitro 
tudi ob prisotnosti onesnažil in naravno naseljujejo raznolike habitate (Hassan in sod., 
2014). Glede na pretekle raziskave so vrbe dobro odporne na onesnaženost tal s težkimi 
kovinami in so zato sposobne rasti tudi v takšnih tleh (Dos Santos Utmazian in Wenzel, 
2007; Unterbrunner in sod., 2007; Regvar in sod., 2010; Vaculik in sod., 2011).  
 
Vrba iva (Salix caprea L.) se med prvimi pojavlja v začetnih stopnjah sukcesije in je v 
takšnem sestavu ena izmed dominantnih vrst dreves (Prach, 2003; Kuzovkina in Volk, 
2007; Regvar in sod., 2010; Myking in sod., 2013).  
 
Čeprav ne spada med hiperakumulatorje, iva dobro privzema kovine (predvsem kadmij in 
cink) in ima velik potencial za njihovo akumulacijo iz substrata (Dos Santos Utmazian in 
Wenzel, 2007; Unterbrunner in sod., 2007; De Maria in sod., 2011). Zmožnost vrb za 
kopičenje kovin v različnih delih rastline ni odvisna od vrste vrb, temveč od lokalnih 
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dejavnikov, kot so substrat in pedoklimatski dejavniki, torej predvsem od temperature, 
zračnosti in vlažnosti substrata ter od fiziologije in starosti rastline (Wahsha in sod., 2012).  
Poleg naštetega iva dobro in hitro uspeva na mineralnih tleh, izboljša izgled pokrajine in je 
zelo primerna za fitoremediacijo (Vaculik in sod., 2011).   
 
Rast in preživetje vrbam v onesnaženih območjih verjetno omogoča mikoriza z ekto- in 
arbuskularno mikoriznimi glivami (Fomina in sod., 2005) in interakcije s temnimi 
septiranimi endofiti (Xu in sod., 2015).  
 
2. 5 MIKORIZA 
 
Mikorizne glive imajo mnoge pomembne vloge v ekosistemu, med drugim absorbirajo 
mobilna mineralna hranila iz substrata in jih posredujejo do gostiteljskih rastlin. Zmožne 
so osamiti potencialno škodljive kovinske ione, olajšujejo izmenjavo hranil med rastlinami 
in jim pomagajo dovajati vodo (Mandyam in Jumpponen, 2005).  
 
Rastlinski mikrobiom sestavljajo združbe z rastlino povezanih mikroorganizmov. 
Mikrobiota, ki kolonizira rizosfero, in endofiti prispevajo k rasti, produkciji, razgradnji 
ogljika ter fitoremediaciji (Deng in Cao, 2016), sodelujejo pa tudi pri kroženju ogljika in 
hranil (Coninx in sod., 2017; Kumar in Atri, 2017).  
 
Aktivna rizosfera mikroorganizmov, kakšne so mikorizne glive in temni septirani endofiti, 
je ključnega pomena za preživetje in razvoj rastlin, ki rastejo na tleh, bogatih s kovinami. 
To velja predvsem za pionirske drevesne vrste, saj se ob izpostavitvi prekomernih 
koncentracij kovin bolj zanašajo na simbiotske mikroorganizme kakor zelnate rastline (Xu 
in sod., 2015).  
 
Opisanih je bilo več vrst mikoriz, arbuskularna, arbutoidna, ektomikoriza, ektendo, 
erikoidna, monotropoidna in orhidejna mikoriza, med njimi sta najbolj razširjena 
arbuskularna mikoriza in ektomikoriza (Kumar in Atri, 2017).  
 
2. 5. 1 Ektomikoriza  
 
Število vrst ektomikoriznih (EM) gliv je ocenjeno na 20000 do 25000, te kolonizirajo 
korenine približno 6000 vrst višjih rastlin. Ektomikorizo so zabeležili tudi pri mnogih 
jetrenjakih in lisičjakovcih. Čeprav so široko razširjenje, se ektomikorizne glive pojavljajo 
le pri 3 % družin višjih rastlin (Smith in Read, 2008). Večina vrst EM gliv spada med 
bazidiomicete in askomicete, nekatere pa tudi med zigomicete (Kumar in Atri, 2017).  
 
Ektomikorizne glive imajo ključno vlogo v kopenskih ekosistemih pri kroženju ogljika in 
hranil. Gostiteljske rastline glivam dovajajo fotosintezno fiksiran ogljik in jim nudijo 
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habitat, glive pa svoje gostitelje oskrbujejo predvsem z dušikom (N) in fosforjem (F) ter 
ostalimi hranili (Kumar in Atri, 2017). Ektomikoriza se od ostalih mutualistov razlikuje 
predvsem po prisotnosti plašča okoli koreninskih vršičkov in po prisotnosti Hartigove 
mreže, spleta glivnih hif med epidermalnimi celicami in celicami korteksa (Smith in Read, 
2008). 
 
2. 5. 2 Arbuskularna mikoriza 
 
Arbuskularne mikorizne (AM) glive so endofitske glive in spadajo med najstarejše 
mikorizne glive. So tudi najbolj razširjene mikorizne in talne glive, prisotne skorajda 
povsod. Mikorizne povezave z njimi lahko tvori večina kritosemenk, igličastolistnih 
golosemenk, praprotnic in mahov (Takács in sod., 2005; Hassan in sod., 2014). AM glive 
spadajo v deblo Glomerycota, opisanih je približno 230 vrst iz 29 rodov (Coninx in sod., 
2017), od tega je 150 vrst zigomicet (Deng in Cao, 2016).  
 
Za arbuskularne mikorizne glive so značilni arbuskuli, modificirane hife v obliki drevesc. 
Arbuskuli so primarne strukture za izmenjavo snovi, po njih so te glive dobile ime. AM 
glive niso septirane, kar omogoča jedru celic, da relativno prosto potuje po dolžini hife 
(Smith in Read, 2008; Coninx in sod., 2017). Predvideva se, da si posamezni osebki ta 
prosto premikajoča se jedra lahko izmenjujejo s fuzijo hif (Coninx in sod., 2017). 
 
Mikoriza z AM glivami pri lesnih vrstah prevladuje predvsem v začetnih fazah rasti na 
nekem območju (Takács in sod., 2005; Hassan in sod., 2014).  
 
V nekaterih substratih lahko AM glive posredno spremenijo funkcijo substrata s 
spreminjanjem bakterijskih in ektomikoriznih združb. Ni znano, ali se to zgodi tudi v 
substratu s prekomernimi koncentracijami težkih kovin (Hassan in sod., 2014).  
 
2. 5. 3 Temni septirani endofiti (TSE) 
 
Temni septirani glivni endofiti so askomicete polifiletskega filogenetskega izvora, zanje je 
značilen rjav do črn micelij (Berthelot in sod., 2016). Opisani so kot glive s sterilnimi 
temnimi septiranimi hifami in so pogosti kolonizatorji korenin raznolikih vrst rastlin, ki 
rastejo v stresnih pogojih, kot so suša, slanost, oligotrofni substrati in visoke koncentracije 
kovin (Read in Haselwandter, 1981; Gomes dos Santos in sod., 2016). So široko razširjeni, 
kolonizacijo korenin z TSE so zabeležili pri približno 600 različnih vrstah rastlin, ki 
predstavljajo 320 rodov iz 114 družin (Jumpponen in sod., 1998).  
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2. 6 GLIVE IN PREKOMERNE KONCENTRACIJE KOVIN 
 
Endofiti so mikroorganizmi, ki kolonizirajo notranja tkiva rastlin, ne da bi povzročili na 
zunaj vidne simptome infekcije, in nimajo negativnega učinka na gostiteljsko rastlino 
(Likar, 2018). Mikrobiota znotraj korenin rastlin se lahko izrazito razlikuje od tiste v 
rizosferi. Stuktura združbe endofitov (raznovrstnost, bogatost in pogostost pojavljanja) 
znotraj rastline je dinamična in pod vplivom abiotskih in biotskih dejavnikov, kot so 
razmere v substratu, biogeografija, rastlinske vrste, interakcije med različnimi mikrobi in 
interakcije med mikrobi ter rastlino. Endofiti imajo večji potencial za fitoremediacijo kakor 
organizmi v rizosferi (Deng in Cao, 2016).  
 
K rasti in preživetju rastlin na onesnaženih območjih prispeva tudi mikoriza z različnimi 
glivnimi vrstami. Pestrost rastlinskih vrst na območjih s prekomernimi koncentracijami 
kovin je tesno povezana s pestrostjo glivnih vrst. Na takšnih območjih je lahko različnih 
glivnih vrst dvakrat več kakor rastlinskih, kar nakazuje, da so mikorizne glive bolj 
tolerantne na težke kovine v primerjavi z višjimi rastlinami. Rastline, ki tvorijo mikorizne 
povezave z glivami, imajo na območjih s prekomernimi koncentracijami kovin večjo 
možnost preživetja kot tiste brez mikorize (Coninx in sod., 2017). 
 
Rastline so gostitelji različnim vrstam gliv. Poleg okužbe s patogenimi, ki so v substratu, 
so korenine rastlin lahko kolonizirane z nepatogenimi ali mutualističnimi glivami, kot so 
TSE, AM glive ter EM glive (Likar in Regvar, 2013; Deng in Cao, 2016).  
 
2. 6. 1 Mehanizmi tolerance na težke kovine in njihovo razstrupljanje 
 
Mikorizne glive uporabljajo za preživetje v tleh s prekomernimi koncentracijami kovin 
različne zunajcelične in znotrajcelične obrambne mehanizme. Nekateri procesi 
preprečujejo vstop kovin v glivne in rastlinske celice, drugi pa zmanjšujejo strupenost 
kovin, ko so te že v celicah (Coninx in sod., 2017).  
 
Zunajcelična kelacija preprečuje vstop kovin v celico, proces se razlikuje glede na kovino 
in vrste gliv. Kovine lahko kelirajo različni sekundarni metaboliti, ki jih izločajo glive in 
rastline, pomembno vlogo pri vezavi kovin in posledično preprečevanju privzema le teh v 
rastline imajo predvsem organske kisline (Fomina in sod., 2006; Coninx in sod., 2017; 
Kumar in Atri, 2017). Dobri kelatorji so lahko tudi snovi iz substrata, kot so organske in 
anorganske kisline, elementarno žveplo in amonijeva gnojila (Mahar in sod., 2016). 
Vezava na celično steno je še eden od zunajceličnih mehanizmov, ki preprečujejo vstop 
kovin v celice (Coninx in sod., 2017).  
 
Omenjeni procesi dostikrat niso dovolj za obrambo rastline pred prekomernimi 
koncentracijami kovin v tleh, ob vstopu kovin v celice so zato potrebni znotrajcelični 
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obrambni mehanizmi. Mednje spadata vezava kovin na neproteinske tiole in znotrajcelična 
kompartmentalizacija, ki zmanjšuje koncentracijo kovin v citosolu. Stres zaradi kovin 
zmanjšujejo tudi transportni proteini, ki vežejo kovine, in jih transportirajo iz celice ali v 
nekatere znotrajcelične kompartmente, v vakuolo ali v druge dele. Tudi znotraj celic lahko 
poteka kelacija kovin, znani kelatorji so metalotioneini, glutation, organske kisline, 
aminokisline in specifični šaperoni. Transportni proteini lahko transportirajo tudi kelirane 
komplekse (Coninx in sod., 2017).  
  
Poleg tega v celicah potekajo tudi antioksidativni procesi razstrupljevanja, ki preprečujejo 
prekomerno kopičenje reaktivnih kisikovih spojih (ROS), in mehanizmi popravljanja 
poškodovanih molekul (Coninx in sod., 2017).  
 
2. 7 ENDOFITSKE GLIVE RODU SALIX 
 
Vrbe se povezujejo z različnimi skupinami glivnih endofitov, z AM glivami, EM glivami 
in TSE (Likar in Regvar, 2013). V začetnih fazah rasti se med prvimi povezujejo z AM 
glivami, vendar pa te ob nadaljnji rasti hitro izpodrinejo manj občutljivi endofiti, ki se 
povezujejo z več različnimi vrstami rastlin, kot AM glive (Hassan in sod., 2014; An in 
sod., 2015). Pogosti kolonizatorji vrb, ki rastejo v stresnih razmerah, kot so suša, slanost in 
območja z ekstremno nizkimi temperaturami, so temni septirani endofiti (Newsham in 
sod., 2008; Likar in Regvar, 2013; An in sodelavci, 2015).  
 
Najpogostejši glivni kolonizatorji korenin vrb na področjih s prekomernimi 
koncentracijami kovin so temni septirani endofiti – TSE (Gucwa-Przepiora in sod. 2013; 
Likar in Regvar, 2013). Poleg TSE v koreninah na takšnih območjih najdemo tudi AM 
glive in EM glive, čeprav je obojih več v neonesnaženih tleh (Likar in Regvar, 2013). 
 
Predhodne raziskave kažejo, da TSE vplivajo na privzem kovin v gostiteljsko rastlino in 
izboljšujejo toleranco rastlin na težke kovine (Khan in sod., 2000; Ban in sod., 2012; An in 
sod., 2015). TSE zmanjšujejo privzem kovin v vrbo in izboljšujejo splošno fiziološko 
stanje, kar je koristno za vrbe (Likar in Regvar, 2013, Xu in sod. 2015).   
 
Številni rodovi TSE so tolerantni na prekomerne koncentracije kovin. Za nekatere vrste je 
prisotnost kovin, predvsem kadmija, celo rast vzpodbujajoči dejavnik (An in sod., 2015). 
Razvoj melaniziranih hif naj bi bila glavna strategija preživetja TSE, ki kolonizirajo 
korenine v okoljih z bogatimi koncentracijami kovin. Melanin, proizveden v glivah, ima 
velik oksidativni potencial in bi lahko bil pomemben za uspevanje in rast gliv in rastlin v 
stresnih pogojih (Ban in sod., 2012; Gomes dos Santos in sod., 2016). Glivno celično steno 
pa sestavlja tudi hitin, skupaj z melaninom povečujeta rigidnost celične stene, zmanjšujeta 
permeabilnost in temnim septiranim endofitom omogočata, da zdržijo v stresnem okolju 
(Mandyam in Jumpponen, 2005; Xu in sod., 2015).   
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Delo je bilo opravljeno na vzorcih, ki so del širše raziskave v okviru doktorske naloge 
Mateje Potisek. Mateja Potisek je nastavila celoten poskus, pobrala ter ustrezno shranila 
vzorce. Moje delo je obsegalo rokovanje z ustrezno shranjenimi vzorci, pripravo na analize 
ter vse nadaljnje korake v procesu raziskave. Meritve na plamenskem absorpcijskem 
spektrofotometru je opravila Mateja Potisek, pri čemer sem asistirala.  
 
3. 1 EKSPERIMENTALNI DEL 
 
3. 1. 1 Nastavitev poskusa 
 
V lončnem poskusu smo uporabljali substrat, nabran v Žerjavu v Dolini dimnikov (46° 28' 
42.6" N, 14° 52' 01.7" E). Pred poskusom smo nesteriliziran substrat mešali z 
vermikulitom v razmerju 4 : 1. 
 
V poskusu smo imeli 4 različne tretmaje: 
- S. caprea in naravna sukcesija (7 loncev) 
- S. caprea + inokulum glive DB 146 (HQ685125) in naravna sukcesija (7 loncev) 
- S. caprea + inokulum glive DB 148 (HQ685124) in naravna sukcesija (7 loncev) 
- S. caprea + inokulum glive DB 149 (HQ685126) in naravna sukcesija (7 loncev) 
 
Izbrani inokulumi so shranjeni v glivni banki Katedre za botaniko in fiziologijo rastlin 
Biotehniške Fakultete Univerze v Ljubljani. Izolat DB 146 spada v rod Leohumicula, 
izolata DB 148 in DB 149 pa pripadata rodu Cadophora.  
 
Glivne inokulume smo pripravili v vermikulitu po metodi Marxa in Bryana (1975). Gojili 
smo jih aseptično v erlenmajericah, ki so vsebovale 750 ml vermikulita ter 375 ml 
tekočega medija Melim-Norkrans-Marx (MNM) (Marx 1969). Erlenmajerice z inokulumi 
smo 5 mesecev inkubirali v temi pri 25 °C. Inokulume smo nato sprali s hladno vodovodno 
vodo in jih precedili, s čimer smo odstranili neporabljena hranila. Z nežnim ožemanjem 
inokulumov, zavitih v gazo, smo odstranili odvečno vodo. Inokulume smo do uporabe 
hranili pri 4 °C. 
 
Enoletni puljeni potaknjenci so bili ob nakupu (Vrtnarija Vrtko d. o. o.) visoki približno 50 
cm, prezimili smo jih v sterilnem substratu v loncih, ki so bili zakopani v tleh na prostem. 
Pred poskusom smo vse potaknjence skrajšali na višino približno 20 cm. Spomladi (v 
maju) smo jih zasadili v 10-litrske lonce, za vsakega smo uporabili 8 litrov redčene zemlje. 
V lonce smo dodali 400 ml izbranega glivnega inokuluma, kot kontrolo smo uporabili 
vermikulit brez dodanih glivnih izolatov. Lonci s potaknjenci so bili do julija v polsenci 
pod streho, enkrat tedensko smo jih zalivali z vodovodno vodo. Ko so se zakoreninili, smo 
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jih prestavili na sonce na prosto. Od takrat smo potaknjence med poletjem zalivali le po 
potrebi z vodovodno vodo, oz. so bile izpostavljene dežju. V drugem letu so bili listi na 
videz manjši kot prejšnje leto, na njih so se pojavile kloroze, najverjetneje zaradi kadmija, 
lahko pa jih je povzročila tudi suša ali pregrevanje loncev.  
 
Vzorce substrata smo pobrali pred sajenjem rastlin in nato še 1. in 2. leto vzorčenja. Za 
mikrobno analizo smo potrebovali moker substrat, zato smo ga do analiz hranili v 
hladilniku pri 4 °C. Za oceno izmenljivih kovin, rastlinam dostopnega fosforja ter organske 
snovi smo potrebovali suh substrat, ki smo ga posušili na zraku.  
 
Rastlinski material smo pobirali po prvem in drugem letu od saditve potaknjencev. Za 
analizo fotosinteznih pigmentov ter analizo vsebnosti kovin v zelenih delih rastlin smo 
potrebovali suh substrat, vzorce listov smo zato po pobiranju zamrznili s tekočim dušikom 
in liofilizirali. Vzorce korenin smo do analiz hranili v etanolu.  
 
3. 1. 2 Določanje celokupne organske snovi v tleh po Kromovi metodi 
 
Za določanje celokupne organske snovi v tleh smo uporabili Kromovo metodo (Kandeler, 
1995). Organska snov v tleh se oksidira z mešanico kalijevega dikromata (K2Cr2O7) in 
žveplove (VI) kisline (H2SO4). Tvori se Cr (III), ki ga določimo sprektrofotometrično in je 
ekvivalent organski snovi, prisotni v tleh. Metodo lahko uporabljamo za tla, ki vsebujejo 
do 8 % organske snovi, ni pa primerna za določanje organske snovi v humusnih gozdnih 
tleh, kjer je prisotne veliko organske snovi.  
 
Za pripravo raztopine smo natehtali 98,06 g kalijevega dikromata in ga razredčili s 1000 
ml destilirane vode. Raztopino smo segrevali, da se je kalijev dikromat popolnoma 
raztopil. 
 
3. 1. 2. 1 Priprava standardnih vzorcev 
 
V 5 bučk (100 ml) smo zatehtali 0 g; 0,058 g; 0,116 g; 0,174 g; in 0,232 g mioinozitola. V 
vsako bučko smo dodali 20 ml raztopine kalijevega dikromata in 15 ml koncentrirane 
žveplove (VI) kisline, raztopine pa smo pustili stati 2 do 3 ure. Nato smo dodali destilirano 
vodo do 100 ml in premešali. Standardne raztopine smo pustili stati čez noč. Za 
fotometrično analizo smo vzeli 1 ml standardne raztopine in jo razredčili z destilirano vodo 
do 25 ml, ter pred meritvijo premešali.  
Dane vrednosti mioinozitola pri začetni masi prsti 2 g ustrezajo 0 %, 2 %, 4 %, 6 % in 8 % 
organske snovi v prsti. 
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3. 1. 2. 2 Priprava vzorcev s substratom 
 
V bučke (100 ml) smo zatehtali 2 g substrata, posušenega na zraku, v vsako bučko smo 
dodali 20 ml raztopine kalijevega dikromata in 15 ml koncentrirane žveplove (VI) kisline. 
Raztopine smo pustili stati 3 ure, potem smo dodali destilirano vodo do 100 ml, premešali 
in pustili stati čez noč. 
 
3. 1. 2. 3 Spektrofotometrična analiza 
 
Za fotometrično analizo smo vzeli 1 ml vzorčne raztopine, jo razredčili z destilirano vodo 
do 25 ml in rahlo premešali. Absorpcijo smo izmerili na spektrofotometru pri valovni 
dolžini λ = 570 nm.  
Izmerjene absorbance smo primerjali z vrednostmi absorbanc standardnih vzorcev in 
izračunali odstotek organske snovi v vzorcih substrata. Maso smo izračunali po spodnji 
formuli (1), kjer je S organska masa vzorca, 2 faktor pretvorbe (2g prsti) in SW začetna 
masa na zraku posušene prsti.  
 
 
% 𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑠𝑘𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑒 =  
𝑆 ∗ 2
𝑆𝑊
 
 
… (1) 
 
Enak postopek smo ponovili za vzorce izvornega substrata, substrata po 1. letu in substrata 
po 2. letu. 
 
3. 1. 3 Rastlinam dostopni fosfor 
 
Za določanje rastlinam dostopnega fosforja v substratu smo potrebovali več različnih 
raztopin. Steklovino in posode, ki smo jih uporabljali, smo očistili s 0,2 % HNO3 in spirali 
z bidestilirano vodo in ne z vodo iz pipe, da bi preprečili kontaminacijo s fosfati v tekoči 
vodi.  
 
3. 1. 3. 1 Priprava raztopin 
 
Za določanje rastlinam dostopnega fosforja v substratu smo potrebovali več različnih 
raztopin. 
Za založno raztopino za ekstrakcijo smo potrebovali 77 g kalcijevega laktata in 39,5 g 
kalcijevega acetata, ki smo ju skupaj raztopili v v vroči vodi. Dodali smo 89,5 ml ocetne 
kisline in destilirano vodo do 1000 ml. Delovno raztopino smo dobili tako, da smo založno 
raztopino 5-krat redčili in z ocetno kislino pH umerili na 4,1.  
 
Za založno raztopino amonijevega heptamolibdata smo potrebovali 12,6 g amonijevega 
heptamolibdata, ki smo ga raztopili v 400 ml vroče vode, ohladili in dodali 140 ml H2SO4, 
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ponovno ohladili in dopolnili z destilirano vodo do 900 ml. Dodali smo 0,5 g kalijevega 
antimon (III) oksid tartrata, ki smo ga predhodno raztopili v vroči vodi in dopolnili do 
1000 ml. Založno raztopino smo 10-krat redčili in dobili delovno raztopino amonijevega 
heptamolibdata.  
 
Za pripravo raztopine askorbinske kisline smo 4,4 g askorbinske kisline raztopili v vodi in 
z destilirano vodo dopolnili do 1000 ml. Askorbinska kislina je obstojna do največ 5 dni, 
za uporabo v analizah mora biti sveža. 
 
3. 1. 3. 2 Ekstrakcija in analiza rastlinam dostopnega fosforja 
 
V plastične posodice smo natehtali po 5 g vzorcev suhega substrata, dodali 100 ml delovne 
raztopine za ekstrakcijo in 2 uri stresali pri 180 rpm. Pustili smo, da se mešanica posede in 
nato prefiltrirali z nagubanim filtrom (Macherey-Nagel, No. 6 , Ø 240 mm) v epruvete z 
volumnom 25 ml, pri čemer smo začetni del filtrata zavrgli. Filtrat smo do merjenja hranili 
pri 4 °C. 
 
3. 1. 3. 3 Umeritvena krivulja in analiza vzorcev na spektrofotometru 
 
S pipeto smo odmerili 30,6 ml standarda PO4
- (100 mg/L) in dopolnili z vodo do 100 ml. 
Za umeritveno krivuljo smo vzeli 0,5 ml; 1 ml; 1,5 ml; 2 ml; 2,5 ml; 3 ml; 3,5 ml in 4 ml 
standarda in dopolnili do 100 ml z založno raztopino za ekstrakcijo.  
 
Za analizo vzorcev smo uporabili 1 ml ekstrakta (filtrata), ki smo mu dodali 16 ml delovne 
raztopine amonijevega heptamolibdata in 2 ml raztopine askorbinske kisline. Slepi vzorec 
je vseboval 1 ml delovne raztopine za ekstrakcijo namesto 1 ml ekstrakta. Vzorce smo po 
potrebi redčili z delovno raztopino amonijevega heptamolibdata in jih merili na 
spektrofotometru pri valovni dolžini 660 nm. 
 
3. 1. 4 Določanje koncentracij kovin v substratu s plamenskim atomskim 
spektrofotometrom 
 
3. 1. 4. 1 Ekstrakcija izmenljivih kovin z amonijevim acetatom 
 
Vsebnost izmenljivih kovin v substratu smo ocenili z ekstrakcijo z amonijevim acetatom.   
Vso steklovino, ki smo jo potrebovali pri tej metodi, smo oprali z 0,2 % dušikove kisline 
(HNO3) in z bidestilirano vodo. Hranili smo jo ločeno od ostale steklovine, da bi zmanjšali 
možnosti kontaminacije s fosfati v tekoči vodi.   
 
Vzorce substrata smo posušili na zraku ter jih presejali na situ, ki prepušča delce, manjše 
od 2 mm. Pripravili smo raztopino 1 M amonijevega acetata, pH smo umerili na pH = 7. V 
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steklene kozarčke smo natehtali po 5 g vzorcev substrata, dodali 25 ml raztopine 
amonijevega acetata in kozarčke pokrili z aluminijasto folijo. Kozarčke z vzorci smo nato 
dali na stresalnik, kjer smo vzorce stresali 4 ure pri 200 rpm. Nato smo vsak vzorec 
prefiltrirali skozi 0,44 μm filter (Milipore). Prefiltrirano tekočino smo zbirali v visokih 
epruvetah. Epruvete smo nato zamašili s plastičnimi pokrovčki in jih do merjenja na 
plamenskem atomskem absorpcijskem spektrometru hranili v hladilniku pri 4 °C.  
 
3. 1. 4. 2 Meritev kovin v vzorcih substrata s plamensko atomsko absorpcijsko 
spektroskopijo (FAAS) 
 
Frakcije izmenljivih kovin v vzorcih smo izmerili na plamenskem atomskem 
absorpcijskem spektrofotometru (Perkin Elmer Aanalyst 100).  
V plamen, ki je mešanica zraka in acetilena, je treba uvajati tekoč vzorec, ki se upari. 
Atomi vzorca v plinastem stanju prehajajo iz stabilnega stanja v manj stabilno stanje ter 
absorbirajo svetlobo določene valovne dolžine. Neabsorbirana svetloba gre direktno na 
monokromator, ki zaznava in razčleni svetlobo posameznih valovnih dolžin (Ebdon in 
sod., 1998). Neznane koncentracije atomov kovin v tekočih vzorcih smo določili s 
primerjavo neabsorbirane svetlobe standardnih vzorcev, kjer je bila koncentracija atomov 
kovin znana.  
 
Z opisano metodo smo ocenili koncentracije kadmija, cinka in svinca v vzorcih substratov. 
 
 
3. 1. 5 Določanje koncentracij kovin v rastlinskih organih s plamensko atomsko 
absorpcijsko spektroskopijo (FAAS) 
 
3. 1. 5. 1 Mineralizacija rastlinskih vzorcev za analizo kovin 
 
Posušene vzorce listov smo strli in homogenizirali v terilnicah s pomočjo tekočega dušika. 
Pripravili smo raztopino za mineralizacijo, posameznemu vzorcu smo dodali 0,75 ml 65 % 
dušikove kisline (HNO3) in 2,25 ml 37 % klorovodikove kisline (HCl). V teflonke za 
mineralizacijo smo natehtali po 100 mg suhega rastlinskega materiala in v vsako dodali 3 
ml raztopine za mineralizacijo. V vsak insert smo odmerili 2 ml H2O2 in 8 ml destilirane 
vode za nevtralizacijo plinov, ki nastanejo pri mineralizaciji. Teflonke z vzorci smo zložili 
na okrogla stojala, ta pa postavili v inserte. Inserte smo dali v segmente, te pa namestili v 
bloke v mikrovalovni pečici (Milestone S.r.l., START D Microwave Digestion System). 
Na mikrovalovki smo izbrali ustrezen program za mineralizacijo. Mineralizirane vzorce 
smo nato prestavili v steklene epruvete, jih ustrezno redčili in do merjenja hranili v 
hladilniku pri 4 °C.  
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3. 1. 5. 2 Meritev kovin s plamensko atomsko absorpcijsko spektroskopijo 
 
Na plamenskem absorpcijskem spektrofotometru (Perkin Elmer Aanalyst 100) smo 
izmerili koncentracije kovin v vzorcih listov, na enak način, kot je opisano v poglavju 3. 1. 
4. 2 (Meritev kovin v vzorcih substrata s plamensko atomsko absorpcijsko spektroskopijo).  
 
3. 1. 6 Analiza fotosinteznih pigmentov 
 
3. 1. 6. 1 Ekstrakcija fotosinteznih pigmentov 
 
Ekstrakcijo fotosinteznih pigmentov smo izvedli po protokolu, ki je opisan v članku Monni 
in sod. (2001). V centrifugirke smo zatehtali 30 mg uprašenega liofiliziranega rastlinskega 
materiala, na material smo nalili 5 ml raztopine 80 % acetona. Centrifugirke smo pokrili z 
gumijastimi pokrovčki, označili višino acetona, pokrili z aluminijasto folijo in inkubirali 
čez noč v hladilniku na 4 °C. Naslednji dan smo dolili aceton do označbe. Vzorce smo 
najprej pretresli z vorteksom in nato centrifugirali 2 minuti na 2500 obratov na minuto. 
 
3. 1. 6. 2 Merjenje absorpcije 
 
Na spektrofotometru (Shimadzu, UV-1800) smo pomerili absorpcijo pri valovnih dolžinah 
470, 647 in 664 nm, kot kontrolo smo uporabili raztopino 80 % acetona. 
 
3. 1. 6. 3 Izračun koncentracije fotosinteznih pigmentov 
 
Koncentracijo fotosinteznih pigmentov smo izračunali po Lichtenthalerju in Buschmannu 
(2001). Iz izmerjenih absorbanc pri različnih valovnih dolžinah smo po sledečih formulah 
izračunali koncentracijo karotenoidov (6), klorofila a (2), b (3), vsoto skupnih klorofilov 
(4) in skupno vsebnost klorofila (5). 
 
 
𝐶ℎ𝑙 𝑎 (
𝜇𝑚𝑜𝑙
𝑙
) = 12,25 ∙ 𝐴664 − 2,79 ∙ 𝐴647 
 
… (2) 
 
 
 
𝐶ℎ𝑙 𝑏 (
𝜇𝑚𝑜𝑙
𝑙
) = 21,50 ∙ 𝐴647 − 2,79 ∙ 𝐴664 
 
… (3) 
 
 
 
𝐶ℎ𝑙 𝑎 + 𝑏 (
𝜇𝑚𝑜𝑙
𝑙
) = 7,15 ∙ 𝐴664 − 18,71 ∙ 𝐴647 
… (4) 
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𝑋 =
𝑘𝑜𝑛𝑐 𝐶ℎ𝑙 [
𝑚𝑔
𝑙
] ∙ 𝑉 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑎 [𝑙]
𝑚 [𝑔]
 [
𝑚𝑔
𝑔
] 𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑘𝑙𝑜𝑟𝑜𝑓𝑖𝑙𝑎 
… (5) 
 
 
 
𝛴 𝑘𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑𝑜𝑣 =
1000 ∙ 𝐴470 − 1,82 ∙ 𝐶ℎ𝑙 𝑎 − 85,02 𝐶ℎ𝑙 𝑏
198
 
… (6) 
 
 
3. 1. 7 Barvanje korenin 
 
Korenine smo barvali po protokolu dvojnega barvanja z barvilom tripan modro (TB) in 
sudan IV (SIV), ki sta ga uvedla Philips in Hayman (1970), za lesnate vrste pa prilagodila 
Barrow in Aaltonen (2001).  
 
3. 1. 7. 1 Predpriprava na barvanje (razbarvanje) 
 
Korenine, ki so bile shranjene v etanolu, smo prestavili v čiste epruvete, vsako epruveto 
smo prekrili z mrežico, ki smo jo na vrh epruvete pritrdili z elastiko. Korenine v epruvetah 
smo prekrili z raztopino 10 % kalijevega hidroksida (KOH). Epruvete s koreninami smo 20 
minut inkubirali na 90 °C. Nato smo odlili KOH in tri do štirikrat sprali korenine z vodo iz 
pipe. V vsako epruveto smo nalili raztopino 10 % vodikovega peroksida (H2O2) in pustili 
stati 45 minut. Zatem smo odlili vodikov peroksid in dodali raztopino 1 % klorovodikove 
kisline (HCl) za 3 minute. Korenine smo nato večkrat sprali z destilirano vodo. Če 
postopka barvanja ne bi nadaljevali takoj za tem, bi lahko pustili korenine stati v destilirani 
vodi. 
 
3. 1. 7. 2 Barvanje z barviloma tripan modro in sudan IV 
 
Najprej smo odcedili vodo, ki jo ostala v epruvetah po spiranju. Korenine smo prelili z 
barvilom tripan modro in jih za 45 min inkubirali na 90 °C. Po tem smo korenine ponovno 
spirali z destilirano vodo. 
 
Iz epruvet smo odlili vodo, korenine prelili z barvilom SIV in epruvete za 5 minut 
inkubirali na 121 °C. Korenine smo nato večkrat sprali z destilirano vodo in jih prekrite z 
vodo pustili stati čez noč. 
 
3. 1. 7. 3 Priprava vzorcev 
 
Naslednji dan smo korenine sprali z destilirano vodo in korenine razrezali na približno 1 
cm dolge fragmente. Po 15 fragmentov smo zložili na posamezno objektno stekelce. Na 
stekelce z vzorci smo s kapalko kapnili nekaj kapljic raztopine laktofenola in vzorce 
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pokrili z dolgim krovnim stekelcem. Za vsak vzorec smo pripravili dve objektni stekelci z 
vzorci, torej skupno 30 fragmentov na vzorec. 
 
3. 1. 8 Vrednotenje kolonizacije gliv v koreninah 
 
Stopnjo kolonizacije koreninskega sistema smo ocenjevali z opazovanjem naključno 
izbranih obarvanih koreninskih fragmentov po protokolu Trouvelota in sod. (1986). 
Koreninske fragmente na objektnih stekelcih smo pregledovali pod svetlobnim 
mikroskopom (Axioskop 2 MOT, Carl Zeiss, Nemčija), pri 40, 100 in 400-kratni povečavi. 
Fotografije smo naredili z barvno digitalno kamero AxioCam MRc (Carl Zeiss Vision, 
Nemčija) in uredili z računalniškim programom AxioVision (verzija 4. 7, Carl Zeiss 
Vision, Nemčija). Pri vsakem fragmentu smo ocenili splošno stopnjo mikorizne 
kolonizacije po ocenjevalni lestvici s 6 stopnjami, gostoto struktur (svitkov, veziklov in 
arbuskulov) pa po lestvici s 4 stopnjami. Ocene posameznih fragmentov smo sproti beležili 
v ocenjevalno tabelo. Arbuskularno mikorizne parametre smo izračunali v programu Excel 
s formulami po protokolu Trouvelota in sod. (1986). Enak način računanja smo uporabili 
tudi za mikrosklerocije temnih septiranih endofitov. 
 
3. 2 STATISTIČNE ANALIZE PODATKOV 
 
Na podatkih, pridobljenih z eksperimentalnimi metodami, smo analizirali varianco z 
ANOVA in s t-testi. Metodo ANOVA smo uporabili za analizo treh ali več med seboj 
neodvisnih skupin, t-teste pa za primerjavo dveh skupin podatkov. Pred statističnimi 
analizami smo parametre kolonizacije, izražene v odstotkih, najprej kvadratno korenili, 
nato pa za dokončanje pretvorbe uporabili funkcijo arcus sinus.   
 
Naredili smo multiplo regresijo, kjer smo preverjali vpliv talnih in rastlinskih parametrov 
na koncentracije fotosinteznih pigmentov v listih in na kolonizacijo korenin ive. Naredili 
smo teste korelacij talnih in rastlinskih parametrov, z izračunanim Pearsonovim 
koeficientom smo preverjali linearno povezanost posameznih parametrov. 
 
Analize in grafe smo v večini naredili s programom R (verzija 3. 5. 1) v RStudio (verzija 1. 
3. 66), poleg običajnih knjižnic smo uporabljali tudi knjižnico Agricolae. Nekatere analize 
in grafe smo naredili s programskim orodjem Excel 2016. 
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4 REZULTATI 
 
4. 1 TALNI PARAMETRI 
 
Koncentracija svinca v substratu se med tretmaji znotraj posameznih let ni razlikovala 
(slika 1), razen v 2. letu, kjer je bilo pri vrbah ivah, inokuliranih z izolatoma DB146 in 
DB149, statistično značilno več rastlinam dostopnega svinca v substratu, kot pri kontroli.  
 
 
Slika 1: Koncentracija svinca v substratu, na katerem je rastla vrba iva z nativnim inokulumom iz Doline 
dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Pri kontroli in ivah, inokuliranih z izolatoma DB146 in DB148, je bilo rastlinam 
dostopnega svinca po 2. letu statistično značilno manj kot po 1. letu (preglednica 1). Pri 
tem je bilo pri ivah, inokuliranih z izolatoma DB146 in DB149, po 1. letu v substratu več 
Pb kot v izhodiščnem stanju.    
 
Preglednica 1: Enosmerna ANOVA, koncentracija svinca v substratu pri posameznih tretmajih med leti 
 Začetno stanje Po 1. letu Po 2. letu 
Kontrola ab a b 
DB146 b a b 
DB148 ab a b 
DB149 b a ab 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 posameznih tretmajev med leti.  
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Koncentracija kadmija v substratu (slika 2) je bila v začetnem stanju pri ivah, inokuliranih 
z izolatoma DB146 in DB149, višja kot pri kontroli, medtem ko se v loncih z ivami, 
inokuliranimi z izolatom DB148, ni razlikovala od kontrole. Med tretmaji po 1. letu ni bilo 
razlik v koncentraciji kadmija v substratu. Po 2. letu je bilo statistično značilno več 
kadmija kot pri kontroli le v loncih z ivami, inokuliranimi z izolatom DB149.  
 
 
Slika 2: Koncentracija kadmija v substratu, na katerem je rastla vrba iva z nativnim inokulumom iz Doline 
dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Koncentracija kadmija v substratu (preglednica 2) se je razlikovala med leti. Koncentracija 
je bila pri vseh tretmajih podobna v začetnem stanju in po 2. letu, statistično značilno manj 
kadmija je bilo prisotnega v 1. letu.  
 
Preglednica 2: Enosmerna ANOVA, koncentracija kadmija v substratu pri posameznih tretmajih med leti 
 Začetno stanje Po 1. letu Po 2. letu 
Kontrola a b a 
DB146 a b a 
DB148 a b a 
DB149 a b a 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 posameznih tretmajev med leti.  
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Med tretmaji znotraj posameznih let ni bilo razlik v koncentraciji rastlinam dostopnega 
cinka v substratu v začetnem stanju in po 2. letu (slika 3). Po 1. letu so bile razlike v 
koncentraciji rastlinam dostopnega cinka v substratu, največ ga je bilo pri ivah, 
inokuliranih z izolatom DB146. Statistično značilno manj ga je bilo pri ivah, inokuliranih z 
izolatom DB149.  
 
 
Slika 3: Koncentracija cinka v substratu, na katerem je rastla vrba iva z nativnim inokulumom iz Doline 
dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Koncentracija cinka v substratu (slika 3, preglednica 3) se je med leti razlikovala pri vseh 
tretmajih. Pri ivah, inokuliranih z izolatom DB149, je bila koncentracija rastlinam 
dostopnega cinka statistično značilno nižja po 1. letu in po 2. letu. Pri ostalih tretmajih je 
bilo statistično značilno manj rastlinam dostopnega cinka v substratu samo po 2. letu.  
 
Preglednica 3: Enosmerna ANOVA, koncentracija cinka v substratu pri posameznih tretmajih med leti 
 Začetno stanje Po 1. letu Po 2. letu 
Kontrola a a b 
DB146 a a b 
DB148 a a b 
DB149 a b c 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 posameznih tretmajev med leti.  
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Koncentracija rastlinam dostopnega fosforja v substratu (slika 4) se med tretmaji znotraj 
leta ni spreminjala po 1. letu in po 2. letu. V začetnem stanju je bilo največ rastlinam 
dostopnega forsfoja v substratu pri vrbah, inokuliranih z izolatom DB149, statistično 
značilno manj pa pri vrbah, inokuliranih z izolatom DB148.  
 
 
Slika 4: Koncentracija rastlinam dostopnega fosforja v substratu, na katerem je rastla vrba iva z nativnim 
inokulumom iz Doline dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov 
DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Koncentracija rastlinam dostopnega fosforja se je razlikovala pri posameznih tretmajih 
med leti (preglednica 4). Pri vseh tretmajih je bila koncentracija rastlinam dostopnega 
fosforja najvišja v začetnem stanju, statistično značilno nižja pa po 1. in 2. letu, razen pri 
ivah, inokuliranih z izolatom DB148. Pri teh je bila koncentracija rastlinam dostopnega 
fosforja v 2. letu podobna koncentraciji v začetnem stanju.  
 
Preglednica 4: Enosmerna ANOVA, koncentracija fosforja v substratu pri posameznih tretmajih med leti 
 Začetno stanje Po 1. letu Po 2. letu 
Kontrola a b b 
DB146 a b b 
DB148 a b a 
DB149 a b b 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 posameznih tretmajev med leti.  
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Odstotek organske snovi v substratu se je med tretmaji znotraj let razlikoval samo po 2. 
letu, v začetnem stanju in po 1. letu pa ne (slika 5). Po 2. letu je bilo največ organske snovi 
v substratu prisotne pri kontroli, statistično značilno manj pa pri ivah inokuliranih z 
izolatom DB146.  
 
 
Slika 5: Delež organske snovi v substratu, na katerem je rastla vrba iva z nativnim inokulumom iz Doline 
dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Koncentracija organske snovi pri posameznih tretmajih med leti se je razlikovala le pri 
ivah, inokuliranih z izolatoma DB146 in DB148, pri kontroli in ivah, inokuliranih z 
izolatom DB149, pa ni bilo signifikantnih razlik (preglednica 5). Pri obeh tretmajih, kjer so 
bile razlike, je bilo največ organske snovi v substratu po 1. letu, statistično značilno manj 
pa v začetnem stanju, pri ivah, inokuliranih z izolatom DB146, tudi po 2. letu.  
 
Preglednica 5: Enosmerna ANOVA, koncentracija organske snovi pri posameznih tretmajih med leti 
 Začetno stanje Po 1. letu Po 2. letu 
Kontrola ns ns ns 
DB146 b a b 
DB148 b a ab 
DB149 ns ns ns 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 posameznih tretmajev med leti. Legenda: ns – ni signifikantno.  
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4. 2 RASTLINSKI PARAMETRI 
 
Rastlinske parametre smo merili po 1. in 2. letu od sajenja potaknjencev v lonce, podatkov 
o stanju pred sajenjem oziroma o začetnem stanju nimamo.  
 
4. 2. 1 Koncentracija kovin v listih vrbe 
 
Koncentracija svinca v listih ive se med tretmaji po 1. letu ni razlikovala, medtem ko so 
imele po 2. letu v primerjavi s kontrolo najvišjo koncentracijo svinca v listih ive, 
inokulirane z izolatoma DB148 in DB149 (slika 6).  
 
Slika 6: Koncentracija svinca v listih vrbe ive, ki je rastla na substratu z nativnim inokulumom iz Doline 
dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Koncentracija svinca v listih je bila po 2. letu v primerjavi s 1. letom statistično značilno 
nižja pri kontroli in ivah, inokuliranih z izolatom DB148 (preglednica 6). Pri ivah, 
inokuliranih z izolatoma DB146 in DB149, med 1. in 2. letom ni bilo razlik v koncentraciji 
svinca v listih.  
 
Preglednica 6: Značilnost t-testa primerjava koncentracije svinca v listih vrbe ive pri posameznih tretmajih 
med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,001 
DB146 Ni značilno 
DB148 p < 0,001 
DB149 Ni značilno 
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Koncentracija kadmija v listih ive (Priloga A) se med leti ni spreminjala, prav tako ni bilo 
opaznih razlik med tretmaji znotraj posameznih let.   
 
Koncentracija cinka v listih ive se ni razlikovala med tretmaji po 1. letu niti po 2. letu 
(slika 7).  
 
 
Slika 7: Koncentracija cinka v listih vrbe ive, ki je rastla na substratu z nativnim inokulumom iz Doline 
dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Koncentracija cinka v listih ive se ni razlikovala med posameznimi tretmaji po 1. in po 2. 
letu (preglednica 7), razen pri ivah, inokuliranih z izolatom DB148, pri katerih je bila 
koncentracija cinka statistično značilno nižja po 2. letu.  
 
Preglednica 7: Značilnost t-testa primerjava koncentracije cinka v listih vrbe ive pri posameznih tretmajih 
med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola Ni značilno 
DB146 Ni značilno 
DB148 p < 0,05 
DB149 Ni značilno 
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4. 2. 2 Bioakumulacijski faktorji kovin 
 
Bioakumulacijski faktor svinca se ni razlikoval med posameznimi tretmaji niti po 1. niti po 
2. letu (slika 8).  
 
 
Slika 8: Bioakumulacijski faktor svinca 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Bioakumulacijski faktor svinca je bil statistično značilno višji po 2. letu pri ivah, 
inokuliranih z izolatom DB148 (preglednica 8). Pri ostalih tretmajih se bioakumulacijski 
faktor med letoma ni spremenil.  
 
Preglednica 8: Značilnost t-testa primerjava bioakumulacijskega faktorja svinca ive pri posameznih tretmajih 
med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola Ni značilno 
DB146 Ni značilno 
DB148 p < 0,01 
DB149 Ni značilno 
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Bioakumulacijski faktor kadmija se ni razlikoval med posameznimi tretmaji niti po 1. niti 
po 2. letu (slika 9).  
 
 
Slika 9: Bioakumulacijski faktor kadmija 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Bioakumulacijski faktor kadmija je bil po 2. letu statistično značilno nižji pri vseh 
tretmajih, najizraziteje pri ivah, inokuliranih z izolatom DB148 (preglednica 9).  
 
Preglednica 9: Značilnost t-testa primerjava bioakumulacijskega faktorja kadmija ive pri posameznih 
tretmajih med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,01 
DB146 p < 0,05 
DB148 p < 0,001 
DB149 p < 0,01 
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Bioakumulacijski faktor cinka se ni razlikoval med posameznimi tretmaji niti po 1. niti po 
2. letu (slika 10).  
 
 
Slika 10: Bioakumulacijski faktor cinka 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Bioakumulacijski faktor cinka je bil statistično značilno višji po 2. letu pri kontroli 
(preglednica 10). Pri ostalih tretmajih se bioakumulacijski faktor med letoma ni spremenil.  
 
Preglednica 10: Značilnost t-testa primerjava bioakumulacijskega faktorja kadmija ive pri posameznih 
tretmajih med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,05 
DB146 Ni značilno 
DB148 Ni značilno 
DB149 Ni značilno 
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4. 2. 3 Vsebnost fotosinteznih pigmentov v listih vrbe 
 
Koncentracija fotosinteznih pigmentov, klorofila A in B, skupnih klorofilov ter 
karotenoidov se je razlikovala po 2. letu, pri vseh tretmajih je bila po 2. letu statistično 
značilno nižja kakor po 1. letu (preglednice 11 – 14).   
 
Pri nobenem fotosinteznem pigmentu ni bilo razlik v koncentraciji fotosinteznih pigmentov 
med posameznimi tretmaji po 1. in po 2. letu (slike 11 – 14).  
 
 
Slika 11: Koncentracija klorofila A v listih vrbe ive, inokulirane z nativnim inokulumom iz Doline dimnikov 
(nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Preglednica 11: Značilnost t-testa primerjava koncentracije klorofila A v listih vrbe ive pri posameznih 
tretmajih med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,001 
DB146 p < 0,001 
DB148 p < 0,001 
DB149 p < 0,001 
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Slika 12: Koncentracija klorofila B v listih vrbe ive, inokulirane z nativnim inokulumom iz Doline dimnikov 
(nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Preglednica 12: Značilnost t-testa primerjava koncentracije klorofila B v listih vrbe ive pri posameznih 
tretmajih med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,001 
DB146 p < 0,001 
DB148 p < 0,001 
DB149 p < 0,001 
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Slika 13: Koncentracija skupnih klorofilov v listih vrbe ive, inokulirane z nativnim inokulumom iz Doline 
dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni 
testa pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil 
(od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Preglednica 13: Značilnost t-testa primerjava koncentracije skupnih klorofilov v listih vrbe ive pri 
posameznih tretmajih med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,001 
DB146 p < 0,001 
DB148 p < 0,001 
DB149 p < 0,001 
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Slika 14: Koncentracija karotenoidov v listih vrbe ive, inokulirane z nativnim inokulumom iz Doline 
dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa 
pri p < 0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od 
spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Preglednica 14: Značilnost t-testa primerjava koncentracije karotenoidov v listih vrbe ive pri posameznih 
tretmajih med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,001 
DB146 p < 0,001 
DB148 p < 0,001 
DB149 p < 0,001 
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Razmerje klorofilov A in B se med posameznimi tretmaji po 1. letu ni razlikovalo, po 2. 
letu pa (slika 15). Po 2. letu smo najvišje razmerje klorofilov A in B opazili pri kontroli in 
pri ivah inokuliranih z izolatom DB148, statistično značilno nižje pa pri ivah inokuliranih z 
izolatom DB146.  
 
 
Slika 15: Razmerje klorofilov A in B v listih vrbe ive, inokulirane z nativnim inokulumom iz Doline 
dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa pri p < 
0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od spodaj 
navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Razmerje klorofilov A in B se je med leti razlikovalo pri vseh tretmajih, razen pri ivah 
inokuliranih z izolatom DB146 (preglednica 15). Pri kontroli ter ivah inokuliranih z 
izolatoma DB148 in DB149, je bilo razmerje statistično značilno nižje po 1. letu. Po 1. letu 
je bilo v listih prisotnega relativno več klorofila B kakor po 2. letu (ali manj klorofila A).  
 
Preglednica 15: Značilnost t-testa, primerjava razmerja klorofilov A in B v listih vrbe pri posameznih 
tretmajih med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,001 
DB146 Ni značilno 
DB148 p < 0,001 
DB149 p < 0,001 
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Razmerje skupnih klorofilov in karotenoidov se med tretmaji ni razlikovalo niti po 1. niti 
po 2. letu (slika 16).  
 
 
Slika 16: Razmerje skupnih klorofilov in karotenoidov v listih vrbe ive, inokulirane z nativnim inokulumom 
iz Doline dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in 
DB149 
Različne črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa pri p < 
0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od spodaj 
navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Razmerje skupnih klorofilov in karotenoidov v listih vrbe je bilo pri vseh tretmajih nižje po 
2. letu (preglednica 16).  
 
Preglednica 16: Značilnost t-testa primerjava razmerja klorofilov A in B v listih vrbe pri posameznih 
tretmajih med leti 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,001 
DB146 p < 0,01 
DB148 p < 0,001 
DB149 p < 0,001 
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Z dvosmerno ANOVA smo preverili, ali na koncentracijo kovin v listih in koncentracijo 
fotosinteznih pigmentov vplivajo različni tretmaji (ive, inokulirane z nativnim inokulumom 
iz doline Dimnikov in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149), leto 
vzorčenja (1. in 2. leto) ali pa imata statistično značilen vpliv oba dejavnika (preglednica 
17).  
 
Na koncentracijo svinca in cinka v listih je imelo večji vpliv leto vzorčenja kot posamezni 
tretmaji (preglednica 17A: koncentracija svinca v listih, p < 0,001; koncentracija cinka v 
listih, p < 0,01). Na koncentracijo kadmija v listih ni imelo statistično značilnega vpliva 
niti leto vzorčenja, niti posamezni tretmaji.  
 
Na koncentracijo fotosinteznih pigmentov je imelo večji vpliv leto vzorčenja (preglednica 
17B, vsi pigmenti: p < 0,001) kakor različni tretmaji (preglednica 17B: koncentracija 
klorofilov A, B in skupnih klorofilov, p < 0,05; karotenodi, p < 0,01).  
 
Preglednica 17: Rastlinski parametri, vrednosti p, izračunane pri 2 smerni ANOVA 
 
Legenda: ns – ni signifikantno.  
 
 
  
Parameter Pb Cd Zn 
Klorofil 
A 
Klorofil 
B 
Skupni 
klorofili Karotenoidi 
Razmerje 
klorofilov 
A : B 
Razmerje 
skupnih 
klorofilov in 
karotenoidov 
Tretma < 0,01 ns ns < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,01 < 0,001 ns 
Leto 
vzorčenja < 0,001 ns < 0,01 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 
Tretma: leto ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
A B 
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4. 2. 4 Kolonizacija korenin in parametri kolonizacije 
 
Ob pregledovanju in ocenjevanju kolonizacije iz 1. in 2. leta vzorčenja naključno izbranih 
koreninskih fragmentov vrbe ive, inokulirane z nativnim inokulumom iz Doline dimnikov 
in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149, smo zabeležili 
prisotnost ektomikoriznih in endomikoriznih gliv. V več fragmentih smo opazili Hartigovo 
mrežo, ki je značilna struktura ektomikoriznih gliv. Koreninski fragmenti so bili dokaj 
močno kolonizirani (slika 17A in D). V koreninskih fragmentih smo opazili rjavo do sivo 
obarvane hife ektomikoriznih gliv in neseptirane hife arbuskularno mikoriznih gliv ter 
običajno modro ali rjavo obarvane septirane hife TSE (slika 17C). Zabeležili smo pogosto 
prisotnost mikrosklerocijev (slika 18C in D) temnih septiranih endofitov. Mikrosklerociji 
so bili različnih oblik in barv, predvsem rjavordeči do rjavi, nekateri tudi sivi. V 
koreninskih fragmentih so bili pogosti tudi modro obarvani vezikli (slika 17A in B) v 
prostorih izven celic ali znotraj njih. Ob veziklih smo pogosto videli rdeče obarvane 
lipidne kaplje (slika 17A in B, slika 18A in B), značilne založne strukture glivnih 
endofitov. Arbuskulov in svitkov nismo opazili v nobenem koreninskem fragmentu. V 
nekaterih koreninskih fragmentih smo opazili drobne rdeče obarvane vezikle hialinih hif.  
Koloniziranost koreninskih fragmentov in parametri kolonizacije v 1. in 2. letu so se pri 
nekaterih statistično značilno razlikovali. Statistično analizirani parametri so grafično 
predstavljeni v nadaljevanju (slika 19 – 24). Po 1. letu smo opazili več različnih oblik 
mikrosklerocijev kakor po 2. letu.  
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Slika 17: Glivne strukture v koreninah vrbe ive, kolonizirane z nativnim inokulumom iz Doline dimnikov ter 
z dodanimi glivnimi izolati DB146, DB148 in DB149 
Vzorci fragmentov korenin po 2. letu. A – DB146, vezikli in oljne kapljice; B – povečan fragment slike; A, C 
– hife z oljnimi kapljicami; D – močno kolonizirane korenine vrbe ive, hife arbuskularno mikoriznih gliv, 
mikrosklerociji, vezikli ter oljne kapljice TSE. Merila so označena na slikah. Slikano s svetlobnim 
mikroskopom.  
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Slika 18: Glivne strukture v koreninah vrbe ive, koloniziranih z nativnim inokulumom iz Doline dimnikov ter 
z dodanimi glivnimi izolati DB146, DB148 in DB149 
Vzorci fragmentov korenin po 2. letu. A – mikrosklerociji z oljnimi kapljicami, B – mikrosklerociji z oljnimi 
kapljicami, C – hife in mikrosklerociji temnih septiranih endofitov, D – mikrosklerociji temnih septiranih 
endofitov. Merila so označena na slikah. Slikano s svetlobnim mikroskopom.  
 
Vsi koreninski fragmenti so bili kolonizirani, mikorizna frekvenca (F %) oziroma 
frekvenca fragmentov z glivo je bila pri vseh tretmajih 100 %. 
 
Pri koreninah smo ocenjevali mikorizno frekvenco – frekvenco fragmentov z glivo (F %), 
splošno intenziteto mikorize (M %), intenziteto mikorize v koloniziranih koreninskih 
odsekih (m %), gostoto mikrosklerocijev v koreninskem sistemu (MS %), gostoto 
mikrosklerocijev v delu skorje z mikorizno kolonizacijo (ms %), gostoto veziklov v 
koreninskem sistemu (V %) ter gostoto veziklov v delu skorje z mikorizno kolonizacijo (v 
%).  
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Stopnja splošne intenzitete mikorize korenin ive se ni razlikovala med posameznimi 
tretmaji znotraj let (slika 19).  
 
 
Slika 19: Stopnja splošne intenzitete mikorize (M %) - intenziteta mikorizne kolonizacije koreninskega 
sistema korenin vrbe ive, inokulirane z nativnim inokulumom iz Doline dimnikov (nativni inokulum – 
kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa pri p < 
0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od spodaj 
navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil.  
 
Splošna intenziteta mikorizne kolonizacije sistema korenin vrb iv (preglednica 18) je bila 
po 2. letu statistično značilno višja pri ivah, inokuliranih z izolatoma DB148 in DB149. Pri 
kontroli in ivah inokuliranih z izolatom DB146 se stopnja splošne intenzitete mikorize 
korenin ni razlikovala.   
 
Preglednica 18: Značilnost t-testa, primerjava stopnje splošne intenzitete mikorize (M %) 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola Ni značilno 
DB146 Ni značilno 
DB148 p < 0,05 
DB149 p < 0,05 
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Stopnja intenzitete mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih ive se ni razlikovala med 
posameznimi tretmaji po 1. in 2. letu (slika 20).  
 
 
Slika 20: Stopnja intenzitete mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih (m %) vrbe ive, inokulirane z 
nativnim inokulumom iz Doline dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih 
endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa pri p < 
0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od spodaj 
navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Intenziteta mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih vrbe ive (preglednica 19) je bila 
statistično značilno višja po 2. letu pri ivah, inokuliranih z izolatoma DB148 in DB149, pri 
kontroli in ivah inokuliranih z DB146 ni bilo razlik med leti.   
 
Preglednica 19: Značilnost t-testa, primerjava stopnje intenzitete mikorize v koloniziranih odsekih (m %) 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola Ni značilno 
DB146 Ni značilno 
DB148 p < 0,05 
DB149 p < 0,05 
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Stopnja gostote mikrosklerocijev v koreninskem sistemu korenin ive se ni razlikovala med 
posameznimi tretmaji po 1. in 2. letu (slika 21).  
 
 
Slika 21: Stopnja gostote mikrosklerocijev v koreninskem sistemu korenin (MS %) vrbe ive, inokulirane z 
nativnim inokulumom iz Doline dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih 
endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa pri p < 
0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od spodaj 
navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu korenin vrbe ive (preglednica 20) je bila 
pri vseh tretmajih višja v 2. letu, statistično značilno pri ivah, inokuliranih iz izolatom 
DB148.  
 
Preglednica 20: Značilnost t-testa, primerjava stopnje gostote mikrosklerocijev v koreninskem sistemu 
korenin (MS %) ive 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola Ni značilno 
DB146 Ni značilno 
DB148 p < 0,05 
DB149 Ni značilno 
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Stopnja gostote mikrosklerocijev v delu skorje z mikorizno kolonizacijo (slika 22) v 
koreninskem sistemu ive se ni razlikovala med posameznimi tretmaji po 1. letu. Po 2. letu 
je bila stopnja gostote mikrosklerocijev najvišja pri ivah, inokuliranih z izolatoma DB146 
in DB148, ter statistično značilno najnižja pri ivah, inokuliranih z izolatom DB149.  
 
 
Slika 22: Stopnja gostote mikrosklerocijev v delu skorje z mikorizno kolonizacijo v koreninskem sistemu 
korenin (ms %) vrbe ive, inokulirane nativnim inokulumom iz Doline dimnikov (nativni inokulum – 
kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa pri p < 
0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od spodaj 
navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Stopnja gostote mikrosklerocijev v delu skorje z mikorizno kolonizacijo v koreninskem 
sistemu ive (preglednica 21) je bila višja po 2. letu pri ivah, inokuliranih z izolatom 
DB146, pri ostalih tretmajih ni bilo razlik med letoma.  
 
Preglednica 21: Značilnost t-testa, primerjava stopnje gostote mikrosklerocijev v delu skorje z mikorizno 
kolonizacijo v koreninskem sistemu (ms %) ive 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola Ni značilno 
DB146 p < 0,01 
DB148 Ni značilno 
DB149 Ni značilno 
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Med tretmaji ni bilo razlik v stopnji gostote veziklov v koreninskem sistemu korenin vrb 
(slika 23) po 1. in po 2. letu.  
 
 
Slika 23: Stopnja gostote veziklov v koreninskem sistemu korenin (V %) vrbe ive, inokulirane z nativnim 
inokulumom iz Doline dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov 
DB146, DB148 in DB149 
Različne črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa pri p < 
0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od spodaj 
navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Gostota veziklov v koreninskem sistemu korenin ive je bila po 2. letu statistično značilno 
višja pri vseh tretmajih, razen pri ivah, inokuliranih z izolatom DB149 (preglednica 22).  
 
Preglednica 22: Značilnost t-testa, primerjava stopnje gostote veziklov v koreninskem sistemu korenin (V %) 
ive 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,05 
DB146 p < 0,05 
DB148 p < 0,01 
DB149 Ni značilno 
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Stopnja gostote veziklov v delu skorje z mikorizno kolonizacijo v koreninskem sistemu 
korenin ive (slika 24) se med tretmaji po 1. in po 2. letu ni razlikovala.  
 
 
Slika 24: Stopnja gostote veziklov v delu skorje z mikorizno kolonizacijo v koreninskem sistemu korenin (v 
%) vrbe ive, inokulirane z nativnim inokulumom iz Doline dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z 
izolati temnih septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149 
Različne črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa pri p < 
0,05 med tretmaji znotraj leta. Škatla z brki predstavlja 5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od spodaj 
navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. kvartil. 
 
Stopnja gostote veziklov v delu skorje z mikorizno kolonizacijo v koreninskem sistemu ive 
je bila po 2. letu višja pri vseh tretmajih, razen pri ivah, inokuliranih z izolatom DB149 
(preglednica 23).  
 
Preglednica 23: Značilnost t-testa, primerjava stopnje gostote veziklov v delu skorje z mikorizno kolonizacijo 
v koreninskem sistemu (v %) ive 
 Tretma Značilnost t-testa 
Kontrola p < 0,05 
DB146 p < 0,01 
DB148 p < 0,01 
DB149 Ni značilno 
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Z dvosmerno ANOVA smo preverili, ali na parametre kolonizacije vplivajo različni 
tretmaji (inokulacija z nativnim inokulumom iz doline Dimnikov in z izolati temnih 
septiranih endofitov DB146, DB148 in DB149), leto vzorčenja (1. in 2. leto), ali pa imata 
statistično značilen vpliv oba dejavnika (preglednica 24).  
 
Preglednica 24: Parametri kolonizacije, vrednosti p, izračunane pri 2 smerni ANOVA 
Parameter F % M % m % MS % ms % V % v % 
Tretma ns ns ns < 0,05 < 0,01 ns ns 
Leto ns ns ns < 0,01 < 0,001 < 0,001 < 0,001 
Tretma: leto ns < 0,05 < 0,05 ns ns ns ns 
 
Legenda: F% mikorizna frekvenca – frekvenca fragmentov z glivo, M % splošna intenziteta mikorize – 
intenziteta mikorizne kolonizacije koreninskega sistema, m % intenziteta mikorize v koloniziranih 
koreninskih odsekih, MS % gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu, ms % gostota mikrosklerocijev 
v delu skorje z mikorizno kolonizacijo, V % gostota veziklov v koreninskem sistemu, v % gostota veziklov v 
delu skorje z mikorizno kolonizacijo. Ns – ni signifikantno, ostale vrednosti označujejo statistično značilno 
razliko dvosmerne ANOVA in Holm – Bonferonni testa. 
 
Na splošno intenziteto mikorizne kolonizacije koreninskega sistema (M %) iv in na 
intenziteto mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih (m %) sta imela vpliv tako leto 
kot tretma (p < 0,05). Na gostoto mikrosklerocijev v koreninskem sistemu (MS %), gostoto 
mikrosklerocijev v delu skorje z mikorizno kolonizacijo (ms %), gostoto veziklov v 
koreninskem sistemu  (V %) ter na gostoto veziklov v delu skorje z mikorizno kolonizacijo 
(v %) je bolj vplivalo leto vzorčenja (MS %: p < 0,01; ms %, V % in v %: p < 0,001) kakor 
posamezni tretmaji. Na frekvenco fragmentov z glivo (F %) ni vplivalo niti leto vzorčenja, 
niti posamezni tretmaji. 
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4. 3 MULTIPLA REGRESIJA 
 
4. 3. 1 Vpliv talnih parametrov in parametrov kolonizacije na koncentracijo kovin v 
listih ive 
 
Multipla regresija s talnimi parametri in parametri kolonizacije korenin je pokazala (R2 = 
0,9997, p < 0,001), da sta na koncentracijo svinca v listih ive najbolj vplivala koncentracija 
svinca v substratu in presek vseh parametrov (preglednica 25).  
 
Preglednica 25: Multipla regresija, vpliv talnih parametrov ter parametrov kolonizacije na koncentracijo 
svinca v listih 
  
Ocena 
parametra 
Standardna 
napaka t vrednost P vrednost 
Presek 9,118 * 10-2 2,218 * 10-3 41,102 < 0,001 
Pb v substratu 1,294 * 10-1 5,780 * 10-4 223,843 < 0,001 
Cd v substratu 1,851 * 10-5 3,962 * 10-4 0,047 ns 
Zn v substratu 7,909 * 10-6 5,137 * 10-4 0,015 ns 
Fosfor 5,594 * 10-5 1,731 * 10-4 0,323 ns 
% organske mase 3,400 * 10-4 1,068 * 10-3 0,318 ns 
M %  2,938 * 10-4 4,933 * 10-4 0,596 ns 
MS %  8,454 * 10-5 5,331 * 10-4 0,159 ns 
V %  – 7,060*10-4 7,543 * 10-4 – 0,936 ns 
 
Legenda: M % splošna intenziteta mikorize – intenziteta mikorizne kolonizacije koreninskega sistema, MS % 
gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu, V % gostota veziklov v koreninskem sistemu, ns – ni 
signifikantno.  
 
Multipla regresija s talnimi parametri in parametri kolonizacije korenin je pokazala, da je 
na koncentracijo cinka v listih najbolj vplival presek vseh parametrov, vendar vrednost p 
pri modelu ni bila signifikantna (Priloga B1).  
 
Multipla regresija s talnimi parametri in kolonizacijo korenin ni pokazala posebnih vplivov 
parametrov na koncentracijo kadmija v listih ive (Priloga B2). 
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4. 3. 2 Vpliv talnih parametrov, parametrov kolonizacije in koncentracije kovin v 
listih ive na koncentracijo fotosinteznih pigmentov v listih ive 
 
Multipla regresija s talnimi parametri in kolonizacijo korenin je pokazala (R2 = 0,7603, p < 
0,001), da je na koncentracijo klorofila A v listih najbolj vplivala koncentracija kadmija v 
substratu (preglednica 26).  
 
Preglednica 26: Multipla regresija, vpliv talnih parametrov, parametrov kolonizacije in kovin v listih na 
koncentracijo klorofila A v listih 
  
Ocena 
parametra 
Standardna 
napaka t vrednost P vrednost 
Presek    – 11,576443 13,23215   – 0,087 ns 
Pb v substratu    –  13,496265 18,50412   –   0,729 ns 
Cd v substratu    –  1,402067 0,37978    –  3,692 < 0,001 
Zn v substratu 0,217734 0,47145 0,462 ns 
Fosfor 0,002275 0,15096 0,015 ns 
% organske mase 1,736584 0,99714 1,742 ns 
Pb v listih 109,73849 143,16117 0,767 ns 
Cd v listih 0,644127 0,51292 1,256 ns 
Zn v listih    –  0,361995 0,40361    –  0,897 ns 
M %  – 0,196598 0,53872 – 0,365 ns 
MS % 0,10506 0,51949 0,202 ns 
V % – 0,715323 0,65299    –  1,095 ns 
 
Legenda: M % splošna intenziteta mikorize – intenziteta mikorizne kolonizacije koreninskega sistema, MS % 
gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu, V % gostota veziklov v koreninskem sistemu, ns – ni 
signifikantno.  
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Multipla regresija s talnimi parametri in kolonizacijo korenin je pokazala (R2 = 0,7899, p < 
0,001), da je na koncentracijo klorofila B v listih najbolj vplivala koncentracija kadmija v 
substratu (preglednica 27).  
 
Preglednica 27: Multipla regresija, vpliv talnih parametrov, parametrov kolonizacije in kovin v listih na 
koncentracijo klorofila B v listih 
  Ocena parametra 
Standardna 
napaka t vrednost P vrednost 
Presek    – 16,5411 13,15660   – 1,257 ns 
Pb v substratu    – 18,9809 18,39850   – 1,032 ns 
Cd v substratu    – 1,5120 0,37760    – 4,004 < 0,001 
Zn v substratu 0,22420 0,46880 0,478 ns 
Fosfor 0,16000 0,15010 0,107 ns 
% organske mase 1,68770 0,99140 1,702 ns 
Pb v listih 153,81700 142,34390 1,081 ns 
Cd v listih 0,79230 0,51000 1,554 ns 
Zn v listih    – 0,5230 0,40130    – 1,303 ns 
M % – 0,2329 0,53560 – 0,435 ns 
MS %  0,18330 0,51650 0,355 ns 
V %    – 0,7981 0,64930    – 1,229 ns 
Legenda: M % splošna intenziteta mikorize – intenziteta mikorizne kolonizacije koreninskega sistema, MS % 
gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu, V % gostota veziklov v koreninskem sistemu, ns – ni 
signifikantno. 
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Multipla regresija s talnimi parametri in kolonizacijo korenin je pokazala (R2 = 0,7682, p < 
0,001), da je na koncentracijo skupnih klorofilov v listih najbolj vplivala koncentracija 
kadmija v substratu (preglednica 28).  
 
Preglednica 28: Multipla regresija, vpliv talnih parametrov, parametrov kolonizacije in kovin v listih na 
koncentracijo skupnih klorofilov v listih 
 Ocena parametra 
Standardna 
napaka t vrednost P vrednost 
Presek    – 12,490982 13,18566   – 0,947 ns 
Pb v substratu    – 14,776430 18,43911   – 0,801 ns 
Cd v substratu    – 1,429052 0,37845    – 3,776 < 0,001 
Zn v substratu 0,21919 0,46979 0,467 ns 
Fosfor 0,00539 0,15043 0,036 ns 
% organske mase 1,72033 0,99363 1,731 ns 
Pb v listih 120,02130 142,65822 0,841 ns 
Cd v listih 0,68184 0,51112 1,334 ns 
Zn v listih    – 0,402853 0,40219    – 1,002 ns 
M % – 0,202084 0,53683 – 0,376 ns 
MS %  0,12233 0,51766 0,236 ns 
V %    – 0,735250 0,65070    – 1,130 ns 
Legenda: M % splošna intenziteta mikorize – intenziteta mikorizne kolonizacije koreninskega sistema, MS % 
gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu, V % gostota veziklov v koreninskem sistemu, ns – ni 
signifikantno. 
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Multipla regresija s talnimi parametri in kolonizacijo korenin je pokazala (R2 = 0,8369, p < 
0,001), da sta na koncentracijo karotenoidov v listih najbolj vplivali koncentracija kadmija 
v substratu in odstotek organske mase (preglednica 29).  
 
Preglednica 29: Multipla regresija, vpliv talnih parametrov, parametrov kolonizacije in kovin v listih na 
koncentracijo karotenoidov v listih 
 Ocena parametra 
Standardna 
napaka t vrednost P vrednost 
Presek    – 10,061497 6,38509   – 1,576 ns 
Pb v substratu    – 12,068875 8,92904   – 1,352 ns 
Cd v substratu    – 0,834209 0,18326    – 4,552 < 0,001 
Zn v substratu 0,12917 0,22749 0,568 ns 
Fosfor 0,00686 0,07285 0,094 ns 
% organske mase 1,02221 0,48116 2,124 < 0,05 
Pb v listih 97,06208 69,08147 1,405 ns 
Cd v listih 0,32400 0,24751 1,309 ns 
Zn v listih    – 0,245604 0,19476    – 1,261 ns 
M %  – 0,191757 0,25996 – 0,738 ns 
MS % 0,19641 0,25067 0,784 ns 
V %    – 0,470312 0,31510    – 1,493 ns 
Legenda: M % splošna intenziteta mikorize – intenziteta mikorizne kolonizacije koreninskega sistema, MS % 
gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu, V % gostota veziklov v koreninskem sistemu, ns – ni 
signifikantno. 
 
 
4. 3. 3 Vpliv talnih parametrov, parametrov kolonizacije in koncentracije kovin v 
listih na parametre kolonizacije 
 
Multipla regresija s talnimi in rastlinskimi parametri ni pokazala vplivov talnih in 
rastlinskih parametrov na splošno intenziteto mikorize korenin ive (Priloga B3).  
 
Multipla regresija s talnimi in rastlinskimi parametri ni pokazala vplivov talnih in 
rastlinskih parametrov na gostoto mikrosklerocijev v koreninskem sistemu ive (Priloga 
B4).  
 
Multipla regresija s talnimi in rastlinskimi parametri ni pokazala vplivov talnih in 
rastlinskih parametrov na gostoto veziklov v koreninskem sistemu ive (Priloga B5).  
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4. 4 KORELACIJE 
 
4. 4. 1 Korelacije koncentracij kovin (cinka in kadmija) v substratu in fotosinteznih 
pigmentov v listih 
 
Testi korelacij koncentracije kadmija v substratu in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 
1. letu so pokazali, da je koncentracija klorofila A (R2 = 0,1706; p < 0,05), skupnih 
klorofilov (R2 = 0,1624; p < 0,05) in karotenoidov (R2 = 0,1661; p < 0,05) neznatno 
negativno korelirala z naraščajočo koncentracijo kadmija v substratu (slika 25A, C in D), 
pri klorofilu B pa korelacija ni bila statistično značilna (slika 25B).  
 
 
Slika 25: Korelacije koncentracije kadmija v substratu in fotosinteznih pigmentov v listih vrbe ive po 1. letu 
Legenda: A – klorofil A, B – klorofil B, C – skupni klorofili, D – karotenoidi. Črtkana krivulja prikazuje 
linearno regresijo, predstavljena je z enačbo y in deležem razložene variabilnosti. Grafi so narejeni v 
programu Excel 2016.  
 
Korelacije koncentracije kadmija v substratu in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 2. 
letu niso bile statistično značilne (Priloga C1).  
 
Korelacije koncentracije cinka v substratu in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 1. letu 
niso bile statistično značilne (Priloga C2).   
 
Korelacije koncentracije cinka v substratu in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 2. letu 
niso bile statistično značilne (Priloga C3).   
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4. 4. 2 Korelacije koncentracij kovin (cinka in kadmija) in fotosinteznih pigmentov v 
listih 
 
Testi korelacij koncentracije kadmija in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 1. letu so 
pokazali, da je koncentracija klorofila A (R2 = 0,2861; p < 0,01), klorofila B (R2 = 0,1919; 
p < 0,05), skupnih klorofilov (R2 = 0,264; p < 0,01) in karotenoidov (R2 = 0,1969; p < 
0,05) šibko negativno korelirala z naraščajočo koncentracijo kadmija v listih (slika 26).  
 
 
Slika 26: Korelacije koncentracije kadmija  in fotosinteznih pigmentov v listih vrbe ive po 1. letu 
Legenda: A – klorofil A, B – klorofil B, C – skupni klorofili, D – karotenoidi. Črtkana krivulja prikazuje 
linearno regresijo, predstavljena je z enačbo y in deležem razložene variabilnosti. Grafi so narejeni v 
programu Excel 2016. 
 
Korelacije koncentracije kadmija in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 2. letu niso bile 
statistično značilne (Priloga C4).  
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Testi korelacij koncentracije cinka in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 1. letu so 
pokazali, da je koncentracija klorofila A (R2 = 0,1816; p < 0,05), klorofila B (R2 = 0,2341; 
p < 0,05) in skupnih klorofilov (R2 = 0,1977; p < 0,05) šibko negativno korelirala z 
naraščajočo koncentracijo cinka v listih (slika 27A, B in C), koncentracija karotenoidov ni 
statistično značilno korelirala s koncentracijo cinka v listih ive (slika 27D).  
 
 
Slika 27: Korelacije koncentracije cinka v listih in fotosinteznih pigmentov v listih vrbe ive po 1. letu 
Legenda: A – klorofil A, B – klorofil B, C – skupni klorofili, D – karotenoidi. Črtkana krivulja prikazuje 
linearno regresijo, predstavljena je z enačbo y in deležem razložene variabilnosti. Grafi so narejeni v 
programu Excel 2016. 
 
Korelacije koncentracije cinka in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 2. letu niso bile 
statistično značilne (Priloga C5).   
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5 RAZPRAVA 
 
5. 1 TALNI PARAMETRI 
 
Na koncentracijo rastlinam dostopnih kovin v substratu vplivajo interakcije med kovinami 
in drugimi talnimi parametri1. Kovine se lahko spirajo iz substrata ali pa interagirajo z 
rizosfero in (mikro)organizmi v substratu. Koncentracija rastlinam dostopnih kovin v tleh 
se spreminja tudi zaradi privzema v rastline ter vračanja kovin v substrat z razpadanjem 
odpadnega rastlinskega organskega materiala (Adriano, 2001; Wenzel, 2009; Pulford in 
Watson 2003; Mahar in sod., 2016). Omenjeni procesi so shematsko prikazani na sliki 28.  
 
 
Slika 28: Shematski prikaz parametrov, interakcij med njimi in procesov v našem poskusu 
Legenda: Cd – kadmij, Zn – cink, Pb – svinec, OS – rastlinam dostopna organska snov v substratu, P – 
rastlinam dostopni fosfor v substratu. Številke v oklepaju pred tekstom označujejo procese, ki so vplivali na 
spremembe parametrov. Puščice predstavljajo možne interakcije med posameznimi parametri. Shema je 
narejena v programu Power Point 2016.  
 
Izmerjene koncentracije2 rastlinam dostopnega svinca v substratu (1581 – 2828 μg/g) v 
našem poskusu so v podobnem razponu, kot sta jih izmerila Likar in Regvar (2009 in 
2013) v Dolini dimnikov. Koncentracija rastlinam dostopnega svinca je bila po 1. letu višja 
                                                 
1 Na shemi sta prikazana samo parametra, ki smo jih merili – rastlinam dostopni fosfor in organska snov, 
kovine interagirajo tudi z drugimi talnimi parametri. 
2 Koncentracije so podane v obliki: standardna variacija (SV) ± standardna napaka (SN). 
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kot v začetnem stanju, po 2. letu pa je bila podobna koncentracijam v začetnem stanju. To 
je bilo predvsem izrazito pri vrbah, inokuliranih z izolatom DB146. Pri ostalih tretmajih je 
bila koncentracija svinca bodisi značilno nižja le v začetnem stanju (DB149) bodisi po 2. 
letu (pri kontroli in DB148). 
 
Koncentracije rastlinam dostopnega kadmija v substratu (13 – 27 μg/g) so v razponu 
meritev Likar in Regvar (2009 in 2013) in so višje v primerjavi s koncentracijami, o 
katerih poročajo Unterbrunner in sod. (2007) na območju Žerjava. Po 1. letu so bile 
koncentracije rastlinam dostopnega kadmija v substratu pri vseh tretmajih značilno nižje 
kot na začetku poskusa. Po 2. letu pa je bilo pri vseh tretmajih stanje podobno kot (na 
začetku) pred sajenjem. Podobno kot pri koncentraciji svinca je bila po 2. letu najnižja 
koncentracija rastlinam dostopnega kadmija v tleh prisotna pri kontroli in v loncih z ivo, 
inokulirano z izolatom DB148. Možno je, da se je kadmij spiral iz tal. Možen razlog za 
nižanje koncentracij rastlina dostopnega kadmija v substratu je lahko vezava kadmija na 
organsko snov (Adriano, 2001), vendar v našem poskusu nismo opazili korelacije med 
tema parametroma.  
 
Najnižje izmerjene koncentracije cinka v našem poskusu (186 – 334 μg/g) so bile na 
zgornji meji meritev omenjenih raziskav (Unterbrunner in sod., 2007; Likar in Regvar, 
2009). Koncentracija rastlinam dostopnega cinka v substratu je postopoma padala, v loncih 
z ivo, inokulirano z izolatom DB149, po 1. in po 2. letu, pri ostalih pa statistično značilno 
po 2. letu. Po 1. letu je bilo statistično značilno najmanj rastlinam dostopnega cinka v 
loncih z ivo, inokulirano z izolatom DB149. Koncentracija rastlinam dostopnega cinka 
med sezonami je lahko padala zaradi spiranja iz substrata ali pa zaradi privzema v glive in 
rastline. Cink je za glive in rastline eden od esencialnih mikronutrientov (Nagajyoti in sod., 
2010).  
 
Izmerjene koncentracije rastlinam dostopnega fosforja (od 75 – 120 μg/g) v začetnem 
stanju so višje od meritev, ki sta jih opravila Likar in Regvar (2009), ki sta najvišje 
vrednosti fosforja izmerila na območjih z najvišjimi koncentracijami kovin, česar mi nismo 
opazili. Koncentracija rastlinam dostopnega fosforja po 1. in po 2. letu (22 – 67 μg/g) kaže 
nižje vrednosti rastlinam dostopnega fosforja v substratu v primerjavi z začetnim stanjem, 
razen v loncih z ivo, inokulirano z izolatom DB148. Pri teh je bila koncentracija fosforja 
po 2. letu primerljiva z začetno koncentracijo. Eden od možnih razlogov za nižanje 
koncentracij fosforja v substratu med leti je privzem v rastline in talne mikroorganizme. 
Fosfor je eden izmed najpomembnejših makronutrientov, potreben za normalno rast in 
razvoj rastlin, saj je vključen v mnoge fiziološke procese, njegovo pomanjkanje pa je 
mnogokrat omejujoč dejavnik za rast (Peuke in Merchant, 2019). Fosfor je gradnik 
makromolekul – nukleinskih kislin in fosfolipidov v membranah, služi tudi kot vir 
energije. Najbolj očitni znaki pomanjkanja fosforja pri rastlinah so manjši listi in manj 
številčni listi. Vsebnost klorofilov se običajno ne zmanjšuje, lahko se celo poviša, listi pa 
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so bolj temno zelene barve, saj je širitev oz. rast listov bolj zavirana kot sinteza klorofila. 
Pogosta je tudi prezgodnja senescenca listov (Hawkesford, 2012). Na spremembe 
koncentracij rastlinam dostopnega fosforja bi lahko vplivale tudi interakcije s kovinami. 
Rastlinam dostopni fosfor lahko z nekaterimi kovinskimi ioni, predvsem s svincem, tvori 
netopne komplekse in tako zmanjša privzem obeh v rastlino (Adriano, 2001). Podobno se 
ob naraščajočih koncentracijah fosforja niža biološka dostopnost cinka (Sönmez in sod., 
2016). Vezava s kovinami bi tako lahko pojasnila koncentracije rastlinam dostopnega 
fosforja v substratu po 1. in po 2. letu, vendar pa nismo opazili neposrednih korelacij med 
koncentracijami kovin in rastlinam dostopnega fosforja v substratu.  
 
Odstotek organske snovi v substratu (2 – 3 %) v našem poskusu je v rangu meritev, o 
katerih poročajo Likar in Regvar (2009) ter Regvar in sod. (2010). Po 1. letu smo v loncih 
z ivo, inokulirano z izolatoma DB146 in DB148, zabeležili statistično značilno višji 
odstotek organske snovi v substratu v primerjavi z začetnim stanjem (in stanjem po 2. letu 
v loncih z izolatom DB146). Povečanje organske snovi je lahko posledica kolonizacije z 
endofitskimi glivami. Endofitske glive so zelo pomembni prekurzorji za nastanek organske 
snovi, saj je micelij pomemben vir ogljika, odmrli deli micelija pa posledično prispevajo k 
nastanku organske snovi (Schweigert in sod., 2015). K višjemu odstotku organske snovi je 
verjetno pripomogel tudi razkroj odpadnega rastlinskega materiala. 
 
Organska snov lahko nase veže kovine ali pa deluje kot izmenjevalec kationov in s tem 
rastlinam zmanjša dostopnost kovin, predvsem kadmija. Delno razkrojeni ali sveži ostanki 
rastlinskega materiala delujejo privlačno predvsem za kadmijeve ione Cd2+, kar pojasni 
kopičenje kovin v plasti humusa v gozdnih ekosistemih (Adriano, 2001; Micó in sod., 
2006). Višji odstotek organske snovi po 1. letu bi tako lahko razložil zniževanje 
koncentracij kadmija in cinka, vendar neposrednih korelacij med kovinami in organsko 
snovjo nismo opazili.  
 
5. 2 KONCENTRACIJE KOVIN IN PIGMENTOV V LISTIH IVE 
 
5. 2. 1 Koncentracije kovin v listih ive 
 
Vrbe imajo velik akumulacijski potencial za kopičenje kovin in običajno visok 
akumulacijski faktor (Adriano, 2001; Unterbrunner, 2007). Vrbe imajo dosti večjo 
zmožnost kopičenja svinca v koreninah kakor v nadzemnih delih (Adriano, 2001). Kadmija 
je običajno več v koreninah, srednje do občasno visoke koncentracije lahko najdemo v 
listih (Adriano in sod., 2001). Najvišje koncentracije cinka so običajno v listih, manj ga je 
v steblu ter najmanj v koreninah (Adriano, 2001). Kadmij je v primerjavi z drugimi 
kovinami v tleh precej mobilen element in ima visok prenos kovin iz substrata v rastlino 
(An in sod., 2015).  
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Bioakumulacijski faktor svinca (0,17 – 0,28) v našem poskusu kaže na šibko akumulacijo 
svinca v nadzemnih delih rastlin. Bioakulumacijski faktor cinka (2,75 – 4,08) v našem 
poskusu je običajen in v skladu z nekaterimi poročanji iz literature (Wieshammer in sod, 
2007). Biokamulacijski faktor kadmija (3,89 – 8,26) je na prvi pogled visok, vendar smo v 
literaturi zasledili kar 7 – krat višje bioakumulacijske faktorje kadmija pri vrbah 
(Wieshammer in sod., 2007). Regvar in sod. (2010) so na območju Žerjava izmerili 20 – 
krat oziroma 12 – krat nižje bioakumulacijske faktorje svinca in kadmija, vendar pa 
rezultatov ne moremo neposredno primerjati, saj so bioakumulacijske faktorje računali 
glede na celotno koncentracijo kovin v tleh. Možni razlogi za različne bioakumulacijske 
faktorje so genetska variabilnost vrb, mikoriza z različnimi glivami, različna gostota 
korenin, razporeditev kovin v tleh oziroma substratu, interakcije z drugimi 
mikroorganizmi, drugačne razmere v okolju in čas vzorčenja (Kuzovkina in Volk, 2009; 
Mrnka in sod., 2011; Wahsha in sod., 2012; Deng in Cao, 2016). 
 
Koncentracije svinca v listih ive v našem poskusu (362 – 617 μg/g) so visoke v primerjavi 
z meritvami Likar in Regvar (2013) ter primerljive s koncentracijami, ki so jih 
Unterbrunner in sod. (2007) izmerili v listih vrb ive iz kraja Arnoldstein v Avstriji. 
Koncentracija svinca v listih je bila po 2. letu statistično značilno nižja v primerjavi s 1. 
letom pri kontroli in ivah, inokuliranih z izolatom DB148. Kontrola je imela med tretmaji 
po 2. letu najnižjo koncentracijo svinca v listih. To sovpada s koncentracijami svinca v 
substratu, kjer smo izmerili podobna razmerja med tretmaji. Na privzem svinca v poganjke 
bi tako lahko najpomembneje vplivala koncentracija svinca v substratu.  
 
Koncentracije kadmija v listih ive (95 – 113 μg/g) so v podobnem razponu kot meritve, o 
katerih poročajo Unterbrunner in sod. (2007) ter Likar in Regvar (2013). V našem poskusu 
se koncentracije Cd v listih med leti niso spreminjale, prav tako pa ni bilo razlik med 
tretmaji po posameznem letu. Na nespremenjeno koncentracijo Cd v listih je lahko vplivala 
dobra in močna kolonizacija s TSE in drugimi mikoriznimi glivami po 2. letu, ki so 
ohranjale nespremenjen privzem v rastlino kljub višjim koncentracijam Cd v substratu. 
Višje koncentracije Cd se lahko kopičijo v koreninah, transport v zelene dele rastlin poteka 
v manjši meri (Wahsha in sod., 2012). Tudi to je verjetno vplivalo na nespremenjene 
koncentracije Cd v listih po obeh letih.  
 
Na privzem kovin v rastlino lahko vplivajo tudi interakcije med kovinami, tako lahko npr. 
cink v substratu deluje kot antagonist kadmiju in zmanjša privzem kadmija v rastlino 
(Adriano, 2001). Tega naši rezultati ne potrjujejo, saj cink tudi ob višjih koncentracijah ni 
vplival na privzem kadmija v rastlino. Podobno lahko pride do interakcije med cinkom in 
fosforjem, ki tvorita netopne precipitate. Pri višji koncentraciji fosforja v tleh se tako niža 
biološka dostopnost cinka (Sönmez in sod., 2016). Čeprav neposrednih korelacij med 
kadmijem, cinkom ter fosforjem v tleh nismo opazili, je prišlo do nižanja koncentracij vseh 
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treh elementov v tleh in ohranjanja nivoja kovin v listih, kar bi lahko nakazovalo tudi na 
precipitacijo kovin s fosforjem. 
 
Dodaten dejavnik, ki vpliva na dostopnost kovin in posledično njihov prenos v liste, pa so 
tudi endofitske glive. TSE lahko na celične stene hif vežejo kovine na celične in zmanjšajo 
njihov privzem v rastlino (Xu in sod., 2015). 
 
Variabilnost koncentracij kovin v listih ive, ki smo jih izmerili, je bila dokaj velika, saj so 
bile najvišje koncentracije 3 – krat višje od najnižjih. Povprečne vrednosti naših meritev so 
bile tudi do 47 – krat višje od meritev drugih raziskovalcev (Wahsha in sod., 2012). 
Razlogi za to so lahko npr. genetska variabilnost ter različna prilagoditev na povišane 
koncentracije kovin (Unterbrunner in sod., 2007). Poleg tega na privzem kovin v rastline 
vplivajo tudi dejavniki okolja, v katerem rastejo rastline, ter lastnosti tal in rizosfere, ki 
obdajata korenine. Pomembnejši med okoljskimi dejavniki so temperatura, pH tal, zračnost 
prsti, odstotek organske snovi, prisotnost organizmov in pestrost mikroflore, biološka 
dostopnost, mobilnost, koncentracije kovin ter mikro in makronutrientov ter interakcije 
med vsemi naštetimi (Nagajyoti in sod., 2010). V našem poskusu nismo opazili korelacij 
koncentracije kovin v substratu in v listih, kar je podobno opažanjem Unterbrunnerja in 
sod. (2007). 
 
5. 2. 2 Fotosintezni pigmenti 
 
Koncentracije pigmentov klorofila A, klorofila B, skupnih klorofilov in karotenoidov po 2. 
letu so bile v primerjavi s koncentracijami po 1. letu tudi do 7 – krat nižje. Koncentracije 
pigmentov po 1. letu so podobne vrednostim pri kontroli v kontroliranem inokulacijskemu 
poskusu z izolati TSE in tudi do 2,5 – krat nižje od koncentracije skupnih klorofilov, ki sta 
jih Likar in Regvar (2013) izmerila pri vrbah, inokuliranih z izolati DB146, DB148 in 
DB149. Vendar pa rezultatov ne moremo direktno primerjati, saj sta Likar in Regvar 
(2013) ekstrakcijo pigmentov izvedla s svežim materialom in ne z liofiliziranim kot v 
našem poskusu. Koncentracije pigmentov so tudi pri drugih raziskavah na vrbah izmerjene 
na svežem materialu (Regvar in sod., 2010; Mrnka in sod., 2012).  
  
Čeprav pri raziskavah uspevanja vrb drugod po Evropi in svetu poročajo o precej nižjih 
koncentracijah rastlinam dostopnih kovin v primerjavi z našimi meritvami (Wieshammer 
in sodelavci, 2007; De Maria in sod., 2011; Ghaderian in Ravandi, 2012), vrbe na območju 
Žerjava uspevajo, kar kaže na njihovo visoko toleranco do prekomernih koncentracij kovin 
v tleh (Unterbrunner in sod., 2007; Likar in Regvar, 2009; Regvar in sod., 2010). 
 
V našem poskusu smo pri vseh tretmajih opazili statistično značilno nižje koncentracije 
pigmentov in nižje razmerje skupnih klorofilov proti karotenoidom po 2. letu poskusa v 
primerjavi s 1. letom. Spremembe koncentracije pigmentov in njihovih razmerij v zelenih 
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delih rastlin kažejo na motnje v rastlini in na povečan stres, zato so dobri indikatorji 
fiziološkega stanja rastlin (Croft in Chen, 2017). Razmerje skupnih klorofilov in 
karotenoidov ob vegetacijskem stresu ali senescenci je nižje kot pri zdravih odraslih 
rastlinah, saj padanje koncentracij klorofila presega istočasno padanje koncentracij 
karotenoidov (Croft in Chen, 2017). Po 2. letu gojenja smo pri potaknjencih opazili tudi 
kloroze, kar nakazuje, da so bile rastline pod stresom.  
 
Pajević in sod. (2009) kot močan stresni faktor za fotosintezno produkcijo omenjajo 
kombinacijo visokih koncentracij Pb, Cd in Ni. Visoke koncentracije svinca in kadmija ter 
tudi cinka v rastlini spremenijo potek fizioloških in biokemijskih procesov (Adriano, 2001; 
Nagajyoti in sod., 2010). K stresu bi v našem poskusu lahko pripomogle visoke 
koncentracije kovin, predvsem kadmija, vendar smo opazili le šibko korelacijo med 
koncentracijo kadmija in fotosinteznimi pigmenti v listih po 1. letu, po 2. pa sploh ne. 
Koncentracije rastlinam dostopnih kovin v Žerjavu so bile v podobnem rangu kot v našem 
lončnem poskusu (Regvar in sod. 2010), zaradi česar domnevamo, da kovine niso bile 
razlog za razlike v koncentraciji fotosinteznih pigmentov med našim poskusom in 
vrednostmi, izmerjenimi v dolini Dimnikov. Vrbe na območju Žerjava, ki je močno 
obremenjeno s prekomernimi koncentracijami kovin, dobro uspevajo (Unterbrunner in 
sod., 2007; Likar in Regvar, 2009; Regvar in sod., 2010). Predvidevamo, da v našem 
poskusu stresa niso povzročale kovine, ampak v glavnem drugi dejavniki kot so npr. suša, 
pomanjkanje vode in pregrevanje loncev. Pajević in sod. (2009) kot glavni omejujoč 
dejavnik za rast vrb (Salix) navajajo dostopnost vode. Rast rastlin je odvisna tudi od 
dostopnosti in privzema esencialnih mikro in makronutrientov (Maathuis, 2009, Nagajyoti 
in sod., 2010), katerih privzem pa je tudi močno povezan z privzemom vode v rastlino. 
 
Na slabo stanje iv v 2. rastni sezoni, vsaj na videz manjše in slabše razvite liste že v 
začetku sezone, pojav kloroz ter z njimi povezane nižje koncentracije pigmentov v listih, je 
lahko vplivalo tudi pomanjkanje drugih nutrientov, predvsem dušika in fosforja. Dušik je 
po privzemu v rastline drugi najpogostejši nutrient, takoj za ogljikom, in predstavlja 1 – 5 
% suhe mase rastline (Peuke in Merchant, 2018; Hawkesford in sod., 2012). Dušik je 
pogosto je omejujoč dejavnik za rast (Peuke in Merchant, 2018). Je gradnik aminokislin, 
nukleinskih kislin, proteinov, klorofila, koencimov, rastlinskih hormonov in sekundarnih 
metabolitov. Pomanjkanje dušika se kaže v slabši rasti – rastline so nižje, imajo slabše 
razvite in manjše liste. Značilen je pojav kloroz, ki najprej prizadenejo starejše liste 
(Hawkesford in sod., 2012).  
 
5. 3 PARAMETRI KOLONIZACIJE 
 
Pri poskusu smo uporabili glivne izolate DB146, DB148 in DB149, ki smo jih izbrali na 
podlagi ugotovitev dosedanjih raziskav (Likar in Regvar, 2009; Likar in Regvar, 2013). Te 
glive so se pogosto pojavljale na območjih z visokimi koncentracijami kovin v tleh. 
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Zmožne so rasti v takšnem substratu in pripomorejo k uspevanju ive na območjih s 
povišanimi koncentracijami kovin (Likar in Regvar, 2009, Likar in Regvar, 2013).  
 
Frekvenca kolonizacije potaknjencev ive v našem poskusu je bila 100 %, saj so bili vsi 
koreninski fragmenti, ki smo jih pregledali, kolonizirani. Arbuskulov nismo opazili v 
nobenem od vzorcev, kar sovpada s poročanji drugih avtorjev o nizkih odstotkih ali 
popolni odsotnosti arbuskularne mikorize (AM) na koreninah ive, rastoče na območjih s 
prekomernimi koncentracijami kovin (Likar in Regvar, 2009; Regvar in sod., 2010). AM 
glive se običajno pojavijo v prvih fazah sukcesije pri zelnatih rastlinah oziroma na začetku 
življenjske dobe rastlin (Smith in Read, 2008; Takács in sod., 2005). Pri sekundarni 
sukcesiji se najprej naselijo zelnate enoletnice, predvsem iz družin metlikovk 
(Chenopodiaceae), križnic (Brassicaceae) in dresnovk (Polygonaceae), ki lahko uspevajo 
tudi brez mikorize. Ob pomanjkanju hranil prihaja med rastlinami do tekmovanja za vir 
hranil, zaradi česar postane interakcija z mikoriznimi glivami pomembna prednost za 
nemoteno rast. Zato v naslednjih sukcesijskih stopnjah prevladujejo AM rastline. V fazi 
sukcesije, ko se travnik počasi zarašča in spreminja v gozd, se kot prve drevesne vrste 
pojavijo vrbe (Salix) in topoli (Populus), ki se priključujejo na že obstoječe mreže AM 
gliv. V naslednjih fazah sukcesije drevesa tvorijo mikorizne povezave z drugimi endo in 
ektomikoriznimi glivami, ki sčasoma izpodrinejo AM glive. Pri lesnih vrstah in starejših 
rastlinah zato opazimo nižji odstotek kolonizacije z AM glivami (Smith in Read, 2008). 
Odsotnost arbuskulov pri našem poskusu ne pomeni nujno popolne odsotnosti AM gliv, saj 
te tvorijo tudi druge strukture, kot so hife in vezikli (Newsham in sod., 2008), ki pa niso 
specifične zgolj za AM, saj jih najdemo tudi pri drugih oblikah interakcij rastlin in 
endofitskih gliv. 
 
Kontrola, ki ji nismo dodali TSE inokuluma, je imela visoko stopnjo kolonizacije z 
endofitskimi glivami. Predvidevamo, da je bilo v substratu iz Doline dimnikov prisotnega 
dovolj naravnega inokuluma, da je ta uspešno koloniziral potaknjence. Ko smo dodali 
inokulume naših izolatov, je po 1. letu prišlo do majhnega zmanjšanja kolonizacije, ki ni 
bila statistično značilna. Najmanjšo stopnjo kolonizacije tekom poskusa smo opazili pri 
vrbah, inokuliranih z izolatom DB149, kar sta opazila tudi Likar in Regvar (2013). Glivni 
izolat DB149 je morda manj toleranten na visoke koncentracije kovin, vendar nismo 
opazili direktnih korelacij med koncentracijami kovin v tleh in intenziteto kolonizacije. 
Možno je, da so glive in drugi organizmi v nativnem inokulumu zavirali kolonizacijo z 
DB149, ki zato po 2. letu ni bil tako uspešen pri kolonizaciji kot glivna izolata DB146 in 
DB148. Nekatere endofitske glive so lahko celo vrstno specifične, ali pa tvorijo mikorizne 
povezave le z določeno skupino rastlin (Deng in Cao, 2017). TSE so v glavnem splošno 
razširjene glive, ki tvorijo simbiotske povezave s sicer nemikoriznimi rastlinami 
(Mandyam in Jumponnen, 2005). Kljub temu je možno, da izolat DB149 ne uspeva tako 
dobro v koreninah ive. Razlog za razlike v kolonizaciji med izolati bi lahko bila tudi boljša 
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kompatibilnost izolatov DB146 in DB148 z ivo, vendar splošna kolonizacija pri DB149 ni 
nižja. Izolat DB149 lahko raste počasneje ali pa ima drugačno biologijo. 
 
Ker je vzdrževanje simbiontskega odnosa za rastlino energetsko potraten proces, bi 
pričakovali, da bo pri slabšem fiziološkem stanju potaknjencev, ki smo ga opazili po 2. 
letu, prišlo do znižanja stopnje kolonizacije. Možno je, da so vrbe v 2. rastni sezoni, kljub 
splošnemu slabemu fiziološkemu stanju potaknjencev, ohranjale močno kolonizacijo 
zaradi pomanjkanja hranil in vode. Simbioza s TSE in drugimi glivnimi endofiti in 
mikoriznimi glivami rastlinam zagotavlja boljšo oskrbo s hranili in vodo ter izboljšuje 
toleranco na različne stresne dejavnike (De Maria in sod., 2011; Gucwa-Przepióra in sod., 
2013; Berthelot in sod., 2016; Wang in sod., 2016; Kumar in Atri, 2017). To potrjuje naše 
predvidevanje, da za slabo fiziološko stanje niso krive zgolj visoke koncentracije kovin  v 
tleh, temveč tudi drugi dejavniki okolje kot npr. pomanjkanje hranil. 
 
Splošna intenziteta mikorize (M %) ter intenziteta mikorize v koloniziranih koreninskih 
odsekih (m %) se je gibala med 33 in 48 %. Po 2. letu je bila splošna intenziteta mikorize 
ter intenziteta mikorize v koloniziranih koreninskih odsekih pri ivah, inokuliranih z DB146 
in DB148, višja v primerjavi s 1. letom. Podobno je bila tudi gostota mikrosklerocijev v 
koreninskem sistemu (MS %) po 2. letu višja v primerjavi s 1. letom pri ivah, inokuliranih 
z izolatom DB148, stopnja gostote mikrosklerocijev v delu skorje z mikorizno kolonizacijo 
(ms %) pa pri ivah, inokuliranih z izolatom DB146. Likar in Regvar (2013) poročata o 
nižjem privzemu kovin in splošnem pozitivnem vplivu inokulacije potaknjencev ive z 
izolatoma DB146 in DB148, kar bi lahko bilo tudi posledica bolj intenzivne izmenjave 
snovi pri teh dveh izolatih v primerjavi z izolatom DB149. 
 
Značilne strukture temnih septiranih endofitov so temno obarvane septirane hife in različne 
oblike mikrosklerocijev (Ban in sod., 2012; Berthelot in sod., 2016). Pri TSE ima 
pomembno vlogo pri toleranci na kovine melanin, ki se nahaja v celični steni gliv. Melanin 
gradijo tudi karboksilne, fenolne, hidroksilne in amino skupine, ki zagotavljajo veliko 
potencialnih mest za imobilizacijo in vezavo kovin na celične stene (Berthelot in sod., 
2016). Pri bolj intenzivni kolonizaciji bi tako lahko izolata DB146 in DB148 bolje zaščitila 
rastlino pred privzemom prekomernih koncentracij kovin, vendar korelacije med 
kolonizacijo in privzemom v našem poskusu nismo opazili. 
 
Gostota veziklov v koreninskem sistemu (V %: 3 – 7 %) in v delu skorje z mikorizno 
kolonizacijo (v %: 8 – 20 %) je bila v primerjavi s 1. letom po 2. letu višja pri vseh 
tretmajih, razen pri ivah, inokuliranih z izolatom DB149. Vezikli so tipične založne 
strukture, v katerih nekatere glive shranjujejo tudi kovine, kar je eden od možnih glivnih 
mehanizmov razstrupljanja oziroma tolerance na prekomerne koncentracije kovin (Coninx 
in sod., 2017). Višja gostota veziklov pri kontroli ter potaknjencih, inokuliranih z 
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izolatoma DB146 in DB148, lahko nakazuje na uporabo veziklov za segregacijo kovin in 
bi morda lahko razložila njuno boljšo kolonizacijo v primerjavi z izolatom DB149.  
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6 SKLEPI 
 
Možni razlogi za nižje koncentracije rastlinam dostopnega svinca po 2. letu so interakcija s 
fosforjem, privzem v rastline ter vezava in stabilizacija svinca s pomočjo glivnih endofitov 
v koreninah.  
 
Na koncentracijo svinca v listih je lahko vplivala koncentracija rastlinam dostopnega 
svinca v substratu. Pomemben dejavnik za privzem svinca je kolonizacija z izbranimi 
glivnimi izolati in vezava kovinskih ionov na celične stene hif in druge glivne strukture.  
 
Rastlinam dostopnega kadmija v substratu je bilo manj po 1. letu. Možne so bile vezava na 
organsko snov, interakcije s cinkom in drugimi parametri, privzem v rastline in spiranje iz 
substrata.  
 
Razlog za nespremenjene koncentracije kadmija v listih med leti je lahko dobra 
kolonizacija z izbranimi glivnimi izolati in drugimi mikoriznimi glivami. Možno je tudi, da 
se je kadmij v večji meri kopičil v koreninah.  
 
Koncentracija rastlinam dostopnega cinka je med leti postopoma padala. Možna razloga sta 
spiranje iz substrata in interakcije s kadmijem, fosforjem ter drugimi dejavniki. Na 
koncentracijo je lahko vplival tudi privzem v rastline, za katere je cink esencialen 
mikroelement.  
 
Koncentracija cinka v listih je bila konstantna pri vseh tretmajih, nižja je bila po 2. letu le 
pri ivah, inokuliranih z izolatom DB148. To je lahko povezano z nižjimi koncentracijami 
cinka v substratu.  
 
Različne koncentracije kovin v listih ive, inokulirane z nekaterimi izolati, kažejo v prid 
naši tretji hipotezi, ki pravi, da bo inokulacija korenin vrbe z izbranimi izolati endofitskih 
gliv vplivala na privzem kadmija, svinca in cinka v liste potaknjencev. Hipoteze kljub 
temu ne moremo z gotovostjo potrditi, saj nismo opazili direktnih vplivov izbranih izolatov 
endofitskih gliv na privzem kovin v liste potaknjencev in ne moremo izključiti vplivov 
drugih dejavnikov.  
 
Odstotek organske snovi je med leti nihal, najvišji je bil po 1. letu pri vrbah, inokuliranih z 
izolatoma DB146 in DB148. Na organsko snov so lahko vplivale interakcije in vezava s 
kovinami ter izbranimi glivnimi inokulati. Razlogi za spremembe so lahko razkroj 
odpadnega organskega materiala in interakcije z drugimi dejavniki.  
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Koncentracija fosforja je bila po 1. in po 2. letu v splošnem nižja kot v začetnem stanju. Na 
to so lahko vplivali privzem v rastline, vezava s kovinami in interakcije z drugimi 
dejavniki.  
 
Nižje koncentracije in spremenjeno razmerje pigmentov po 2. letu kažejo na velik 
fiziološki stres. Stres in splošno slabo fiziološko stanje vrb so lahko povzročale 
prekomerne koncentracije kovin, visoke temperature, pomanjkanje vode in nutrientov 
(dušika in fosforja).  
 
Naše druge hipoteze, ki pravi, da bo inokulacija korenin vrbe z izbranimi izolati 
endofitskih gliv vplivala na vsebnost fotosinteznih pigmentov, ne moremo potrditi, saj 
nismo opazili posebnega vpliva izbranih izolatov endofitskih gliv na vsebnost fotosinteznih 
pigmentov.  
 
Kolonizacija korenin je bila po 1. letu pri vseh tretmajih primerljiva. Po 2. letu so bili 
parametri kolonizacije korenin pri vrbah, inokuliranih z izolatom DB149, nižji v primerjavi 
z ostalimi. Možno je, da so mikroorganizmi iz nativnega inokuluma iz Doline dimnikov 
zavirali rast izolata DB149. Izolat DB149 morda raste počasneje ali pa ima drugačno 
biologijo. To podpira del naše prve hipoteze, ki pravi, da se bo kolonizacija med različnimi 
izbranimi izolati endofitskih gliv razlikovala glede na hitrost rasti izolatov.  
 
Močna kolonizacija po 2. letu, kljub splošno slabemu fiziološkemu stanju, kaže na koristen 
vpliv povezav potaknjencev ive z izolatoma DB146 in DB148. Izolata DB146 in DB148 
sta najbrž bolje prilagojena na prekomerne koncentracije kovin in morda rasteta hitreje 
kakor izolat DB149.  
 
Razlike v gostoti veziklov nakazujejo na možne različne strategije in prilagoditve izbranih 
izolatov na prekomerne koncentracije kovin ter uporabo veziklov za segregacijo kovin pri 
izolatih DB146 in DB148. To podpira del naše prve hipoteze, ki pravi, da se bo 
kolonizacija med različnimi izbranimi izolati endofitskih gliv razlikovala glede na njihovo 
toleranco na prekomerne koncentracije kovin v tleh.  
 
Prve hipoteze, ki pravi, da se bo kolonizacija med različnimi izbranimi izolati endofitskih 
gliv razlikovala glede na hitrost rasti izolatov in njihovo toleranco na prekomerne 
koncentracije kovin v tleh, ne moremo z gotovostjo potrditi, niti ovreči, saj nimamo 
direktnih dokazov nit za eno niti za drugo.   
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7 POVZETEK 
 
Koncentracije rastlinam dostopnih kovin v substratu v našem poskusu so primerljive z 
nekaterimi drugimi raziskavami istega območja. Območje Žerjava je močno obremenjeno s 
prekomernimi koncentracijami kovin, predvsem svinca.  
 
Ive v našem poskusu so bile po 2. letu v splošno slabem fiziološkem stanju. Spremenjena 
razmerja pigmentov kažejo na stres. Poleg prekomernih koncentracij kovin so bili  
najverjetnejši razlogi za slabo stanje potaknjencev pregrevanje loncev ter pomanjkanje 
vode in nutrientov. Za optimalne rezultate bi bilo poskus verjetno bolje izvajati v bolj 
nadzorovanih razmerah.  
 
Na dostopnost kovin v substratu med drugim vplivajo talni parametri, kot so rastlinam 
dostopni fosfor in kovine, organska snov, izbrani glivni izolati ter interakcije med njimi. 
Na koncentracijo kovin v listih ive so vplivale dostopnost kovin v substratu, zmožnost 
kopičenja višjih koncentracij kovin v koreninah ter kolonizacija z izbranimi glivnimi 
izolati.  
 
Korenine iv v vseh tretmajih so bile dobro kolonizirane. Da bi lahko potrdili prisotnost 
izbranih izolatov DB146, DB148 in DB149, bi morali izvesti molekularne analize, 
primeren bi bil PCR. Bolj uspešna kolonizatorja sta bila DB146 in DB148, kar nakazuje na 
višjo toleranco teh izolatov na prekomerne koncentracije kovin. Pri izolatih DB146 in 
DB148 smo opazili višji odstotek mikrosklerocijev in veziklov. Glede na rezultate naše 
raziskave sklepamo, da imajo izbrani izolati različne manj in bolj uspešne strategije 
vzpostavljanja tolerance na prekomerne koncentracije kovin. Izolata DB146 in DB148 sta 
najbrž bolje prilagojena na prekomerne koncentracije kovin kakor izolat DB149 in bolj 
kompatibilna z ivo kakor izolat DB149. Izsledki naše raziskave nakazujejo na pozitiven 
vpliv izolatov DB146 in DB148 na rast rastlin.  
 
Da bi lahko z gotovostjo ovrednotili vpliv izbranih glivnih izolatov na splošno fiziološko 
stanje in na privzem kovin, so potrebne nadaljnje raziskave.  
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PRILOGA 
 
Priloga A 
Koncentracija kadmija v listih vrbe ive, ki raste na substratu z nativnim inokulumom iz 
Doline dimnikov (nativni inokulum – kontrola) in z izolati temnih septiranih endofitov 
DB146, DB148 in DB149 
 
 
Različne male tiskane črke označujejo statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in Holm-Bonferonni testa pri p < 
0,05 med tretmaji znotraj leta, različno število zvezdic pa označuje statistično značilno razliko enosmerne ANOVA in 
Holm-Bonferonni testa posameznih tretmajev med leti pri *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05. Škatla z brki predstavlja 
5. centil, 1. kvartil, 3. kvartil in 95. centil (od spodaj navzgor). Odebeljena črta v škatli predstavlja mediano oziroma 2. 
kvartil. 
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Priloga B1 
Multipla regresija, vpliv talnih parametrov ter parametrov kolonizacije na koncentracijo 
cinka v listih 
  Ocena parametra 
Standardna 
napaka t vrednost P vrednost 
Presek 2,42601 1,14980 2,110 < 0,05 
Pb v substratu  – 0,15784 0,30990   – 0,509 ns 
Cd v substratu  – 0,15428 0,20983   – 0,735 ns 
Zn v substratu 0,38869 0,26754 1,453 ns 
Fosfor 0,10603 0,08844 1,199 ns 
% organske mase  – 0,08515 0,59869   – 0,142 ns 
% M 0,45699 0,31159 1,467 ns 
% MS – 0,05837 0,31053 – 0,188 ns 
% V – 0,23596 0,38367 – 0,615 ns 
 
Legenda: M % splošna intenziteta mikorize – intenziteta mikorizne kolonizacije koreninskega sistema, MS % 
gostota mikrosklerocijev v koreninskem sistemu, V % gostota veziklov v koreninskem sistemu, ns – ni 
signifikantno. 
 
Multipla regresija s talnimi parametri in parametri kolonizacije korenin je pokazala (R2 = 
0,04678, p ni signifikanten), da je na koncentracijo cinka v listih najbolj vplival presek 
vseh parametrov (Priloga B1).  
 
Priloga B2 
Multipla regresija, vpliv talnih parametrov ter parametrov kolonizacije na koncentracijo 
kadmija v listih 
 
  
Ocena 
parametra 
Standardna 
napaka t vrednost 
 
P vrednost 
Presek 1,57211 0,90379 1,739  ns 
Pb v substratu – 0,25473 0,24359 – 1,046  ns 
Cd v substratu 0,19057 0,16494 1,155  ns 
Zn v substratu 0,42621 0,21030 2,027  ns 
Fosfor 0,03555 0,06952 0,511  ns 
% organske mase – 0,12776 0,47060 – 0,272  ns 
% M 0,13942 0,24492 0,569  ns 
% MS – 0,10731 0,24409 – 0,440  ns 
% V – 0,01461 0,30158 – 0,048  ns 
 
Legenda: mikorizna frekvenca – frekvenca fragmentov z glivo, M % splošna intenziteta mikorize – 
intenziteta mikorizne kolonizacije koreninskega sistema, MS % gostota mikrosklerocijev v koreninskem 
sistemu, V % gostota veziklov v koreninskem sistemu, ns – ni signifikantno. 
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Priloga B3 
Multipla regresija, vpliv talnih parametrov ter rastlinskih parametrov na splošno intenziteto 
mikorize (M %) 
 
  
Ocena parametra 
(beta koeficient) 
Standardna 
napaka t vrednost p vrednost 
Presek – 0,86261 5,91333   – 0,146 ns 
Pb v substratu – 1,49036 8,29128   – 0,180 ns 
Cd v substratu 0,16555 0,16820 0,984 ns 
Zn v substratu 0,07761 0,21335 0,364 ns 
Fosfor – 0,03054 0,06649 – 0,459 ns 
% organske mase – 0,26313 0,43760 – 0,601 ns 
Pb v listih 11,13891 64,12341 0,174 ns 
Cd v listih – 0,21389 0,22871 – 0,935 ns 
Zn v listih 0,29082 0,17464 1,665 ns 
 
Legenda: ns – ni signifikantno. 
 
Priloga B4 
Multipla regresija, vpliv talnih parametrov ter rastlinskih parametrov na gostoto 
mikrosklerocijev v koreninskem sistemu (MS %) 
 
  
Ocena 
parametra 
Standardna 
napaka t vrednost P vrednost 
Presek    – 0,56937 6,39322   – 0,089 ns 
Pb v substratu    – 1,44939 8,96414   – 0,162 ns 
Cd v substratu 0,23015 0,18185 1,266 ns 
Zn v substratu 0,10597 0,23067 0,459 ns 
Fosfor – 0,08872 0,07188 – 1,234 ns 
% organske mase – 0,64460 0,47311 – 1,362 ns 
Pb v listih 10,05452 69,32724 0,145 ns 
Cd v listih – 0,20236 0,24727 – 0,818 ns 
Zn v listih 0,19206 0,18881 1,017 ns 
 
Legenda: ns – ni signifikantno. 
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Priloga B5 
Multipla regresija, vpliv talnih parametrov ter rastlinskih parametrov na gostoto veziklov v 
koreninskem sistemu (V %) 
  
  Ocena parametra 
Standardna 
napaka t vrednost 
P 
vrednost 
Presek 3,15387 4,61573 0,683 ns 
Pb v substratu 3,66730 6,47187 0,567 ns 
Cd v substratu 0,14023 0,13129 1,068 ns 
Zn v substratu 0,05090 0,16654 0,306 ns 
Fosfor – 0,01267 0,05190 – 0,244 ns 
% organske mase – 0,40662 0,34157 – 1,190 ns 
Pb v listih – 29,39825 50,05244 – 0,587 ns 
Cd v listih – 0,03944 0,17852 – 0,221 ns 
Zn v listih 0,04736 0,13631 0,347 ns 
  
Legenda: ns – ni signifikantno. 
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Priloga C1 
Korelacije koncentracije kadmija v substratu in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 2. 
letu 
 
 
Legenda: A – klorofil A, B – klorofil B, C – skupni klorofili, D – karotenoidi. Črtkana krivulja prikazuje 
linearno regresijo, predstavljena je z enačbo y in deležem razložene variabilnosti. Grafi so narejeni v 
programu Excel 2016. 
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Priloga C2 
Korelacije koncentracije cinka v substratu in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 1. letu 
 
 
Legenda: A – klorofil A, B – klorofil B, C – skupni klorofili, D – karotenoidi. Črtkana krivulja prikazuje 
linearno regresijo, predstavljena je z enačbo y in deležem razložene variabilnosti. Grafi so narejeni v 
programu Excel 2016. 
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Priloga C3 
Korelacije koncentracije cinka v substratu in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 2. letu 
 
 
Legenda: A – klorofil A, B – klorofil B, C – skupni klorofili, D – karotenoidi. Črtkana krivulja prikazuje 
linearno regresijo, predstavljena je z enačbo y in deležem razložene variabilnosti. Grafi so narejeni v 
programu Excel 2016. 
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Priloga C4 
Korelacije koncentracije kadmija v listih in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 2. letu 
 
 
Legenda: A – klorofil A, B – klorofil B, C – skupni klorofili, D – karotenoidi. Črtkana krivulja prikazuje 
linearno regresijo, predstavljena je z enačbo y in deležem razložene variabilnosti. Grafi so narejeni v 
programu Excel 2016. 
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Priloga C5 
Korelacije koncentracije cinka v listih in fotosinteznih pigmentov v listih ive po 2. letu 
 
 
Legenda: A – klorofil A, B – klorofil B, C – skupni klorofili, D – karotenoidi. Črtkana krivulja prikazuje 
linearno regresijo, predstavljena je z enačbo y in deležem razložene variabilnosti. Grafi so narejeni v 
programu Excel 2016. 
 
